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57 Abstract |
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at least one set of optics (34). * Said ‘auxiliary focus lies-at least’ partially on
the contact surface (62) between the substrate (60) and the adjacent ‘component
or on ancther contact surface (62) located in a defined spatial relatxonshxp with

- regard to the entxty A reu'oreﬂecuon from the auxlhary focus (71)'is detected

in a confocal .manner by at least one detector (21), is used for measuring the
position of the contact surface (62) and is thus used for indirectly .positioning
the measuring volume (70). According to,the i inventive.method, the position of

the auxiliary focus (7l) in relatxon to the measunng volume (70) can be adjusted
in a defined manner

on Zusammenfassung

Die Erﬁndung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens
ciner Entitit, die auf einem Substrat (60) angeordnet. ist. Die_ mindestens
eine Entitat wird mit einem Meéssvolumen (70) unter Verwendung mindestens

Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Vor und/oder wihrend
des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (71) unter Verwendung mindestens einer
Strahlungsquelle (11).und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest teilweise
auf der Grenzflache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente
oder ciner sonstigen in definierter rdumlicher Beziehung zur Entitiit stehenden
Grenzfiiche (62) liegt. Ein Rilckreflex aus dem Hilfsfokus (71) wird von
mindestens ein m Detektor (21) konf kal erfasst und zur Messung der Lage

The mventlon relates to a method for optlcally detectlng at least one
: entxty arranged on a substrate (60). The at least one. ‘entity"is ‘Scanned with’
i |a measunng volume (70) usmg at least one radiation source (10) and at least T
+ "|:one.set of confocal optics.(32)-or . using: a:set ‘of opucs /(32) configured -for: .+ i n e - v Al
- -| multi-photon"excitation. An auxllxary focus (71) is generated.before and/or
: ' '| during the scanning process while using at least one radiation source (11) and

. (54) 'l‘itle" SCANNING MICROSCOPIC METHOD HAVING HIGH AXIAL RESOLUTION

(54) Bezetchnung SCANNING—MIKROSKOPISCHES VERFAHREN MIT HOHER AXIALER AUFLOSUNG

einer Stmhlungsquelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fiir dle .

.40

r'. zi\

‘10

der Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Positionierung des Messvolumens (70) genutzt. In dem erfindungsgemiBen Verfahren ist
.| die Position des Hilfsfolaus (71) relativ 2nm Mecevahimen 7 defintart a:netallhar {
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Scanninq-mikroskopiéches Verfahren mit hoher axialer Auflésung
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Die’ vorllegende Erf ndung betrifft ein Verfahiren Zr optlschen Erfassung

.....

mmdestens einer Entitat auf bzw. in einem, bevorzugt auf. elnem Tragér

befi ndllchen Substrat Ferner werden Anwendungsfelder des erfi ndungs-

gemaBen Verfahrens sowie elne Vornchtung zur Durchfuhrung; désselbén
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Es ist be_kannt dai konfokale oder fur Mehrphotonenanregung ausge-
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‘Iegte Ano;dnungen wegen" zhrer hohen axnalen Ortsauﬂosung geeignet . .-
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' smdh um' Hmtergrundsugnale zZu Feduzleren welche auRerhalb’der Fokal- -~

Fne mhGaRnne.] pomhae sy sl G A g e b B e

.febene entstehen Ben der Erfassung lnsbesondere groBﬂachrger Struktu-

ren erglbt s;ch somlt das Problem daB im Rahmen des Scanvorgangs

darauf geachtet werden muB daB dle Fokalebene such zu jeder Zeit an

-«‘,L‘ '_in»

mer gewunachten Posmon mnerhalb des zu untersu'chenden Ob'ektes

‘ ol -
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§ beﬁndet So kann es vorkommen daR z. B. Unebenhelten emes Proben-

'_-tragers auf dem das zupntersuchen\de Objekt angeordnet ISt‘ dazu ,.fuh-;:

|m‘:‘Objekt' beflndet 'sondersn.wamogh‘c':h an das Objekt aﬁgrenzende
N ',_' . =15 Tre . 3, .

-.Struktureh wue z__ B Telle des Proberitragers erfaBt Dles wnrkt

nachtelllgw 'a“l}f dlé du‘_rvchvzufuhrende Objekfterfassung und —charakterl-v
sneru'ng aus Es IS'( da'her gewunscht MaBnahmen zu ergrelfen um, dle
Fokalebene mnerhalb emer bestlmmten Posutlon zu, halten bzw nachzq-

fuhren e D L T

- cat . . R TR _;'-
v ‘

in Patent_ Abstracts of Japan (vol 018 no. 436 (P 1786) 15 August
1994) 'w{rd veme Vornchtung zur Detektlon der Fokusposmon beschneben
welche zur automatlschen Fokussuerung einer blldetzeugenden Vornch-
tung oder zur, Messung von Unebenheiten auf der Oberflache -eines Un- -
tersuchungsobjektes geeignet ist. Es wird eine optische Faser verwendet;
deren Ende mittels eines Aktuators_entlang der optlschen Achse bewegt,.
wurd Das derart erzeugte Storsignal wird zur Abwelchungserfassung der

Fokusposmon sowie Nachregelung derselben verwendet
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In ,Patent Abstracts of Japan* (vol. 098, no. 004, 31. Marz 1998) wird ein
Fokusdetektor unter Verwendung des Pnnzrps der konfokalen Mlkroskople

vorgeschlagen o e e
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Dre US Patentschnft 5 062 715 oﬁenbarf dre yemendung emes konfoka-

e

'Ien Autofokussystems rn elnem fur dle Vermessung von Oberflachen-

N

schwmgungen ausgelegten Mrchelson Interferometer.
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-Dre US Patentschrlft 5 084 612 beschrelbt ern blldgebendes Verfahren fur '

2iN - ransmrssronsgeometne konstrurertes Scanmngmrkroskop Hrerbel .
C iad o alErhsdpsanolde T nsneitehs i slennidnnlngrs ikt i, b
~wird die Lage einer _fur: die Detektion. erwendeten- Lochblende SO° nach-
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"gefu'hrt" daB etwarge aufgrund' von‘Brechungseffekten im Berelch der .

Probe auftretende Ablenkungen des transmrttlerten Llchtes ausgegllchen

- P 3ty S, VB ',*_'."s"* T E e

werden;‘Es lst jEdOCh mcht Z|e| ‘des 'Verfahrens die Lage des Mer_okus m ~
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vornc tung beschneben welche eine automatrsche‘ Fokussreremnchtung

A_aufwelst dle e e konfokale Lochblende‘ be;rlhaltet Dle Autofokussrerung

’wrrd‘.m drer Schntten vorgenommen Zu"nachst'wrrd ern Laser auf dle

g e .

Ruckselte Gines’ dle Probe beherbergenden Substrates foku33|ert 1}1 el-

nem welteren Schntt wrrd der Fokus in elner::'Ebene oberhalb des Sub-
" strates posmonlert Erst in einem dritten Schritt wird nach Durchfahren der
vgewunschten Position auf der Substratoberﬂache die genaue Lage der
Oberflache érmittelt und def Fokus auf die Substratoberflache erngestellt
Dleser ProzeB wurd an “den’ vrer “Eckeri” des Substrates durchgefuhrt und”
gestaltet ‘sich- 4l ‘aulerst’ zeltaufwendrg Wahrend der elgentlrchen ver-
messung der Probe ISt der Bétrieb der Autofokussrerung Aiicht moglrch
und ‘die Fokushohe - wurd durch lnterpolatlon geschatzt. Hierbei" ksnnen
nicht 'akzeptable PosmonrerfehIer-auftreten“*lnsbesdndere' bei nicht’ planen :
Substraten, wie sie aus Kostengrunden im- L.abor in der- Regel verwendet -

werden.
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Der.Erfindung liegt somit:die Aufgabe-zugrunde, ein Verfahren bereitzu-
stellen, ‘welches "eine 'zUverléssige;Erfassung flachiger "Strukturen oder
dreidimensionaler Strukturen; welche bevorzugt auf einem flachigen Tra--
ger angeordnet sind;:in einer. Detektlonsvornchtung mit hoher ax1aler Auf-:
l6sung;insbesondere einem -konfokalen: Mikroskop, " erlaubt ‘Ferner:soll” ™
eine Vorrichtung zur. Durchfiihfung des Verfahrens bereitgestellt werden; -

Die-‘"Aufgabe Wird“gelést'duréh".ein.Verfa‘hren mit den’ Merkmalen des An-.’

spruchs 1 sowie eine Vornchtung mit den’ Merkmalen :der. Anspruche 16 B

oder ﬂ? 1}".1"_"

DR z%' SE4aTH {"{!

Sttt e D v el e L

W eRh SREa S el no
Die Erfmdung stellt ein- Verfahren und eine Vorrichtung zur optischen: Er-
fassung mindestens einer Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf
einem Trager befindlichen; Substrat bereit, wobei-mittels mindestens einer:
'konfokalen oder fur die: Mehrphotonenanregung ausgelegten Emnchtung,u
bestehend aus: Strahlungsquelle und:einer-Optik (wie-z. B:-einem ijek- :
tiv); em reprasentatlver Berelch des ‘die- Entltat aufwexsenden Substrateva
.m1t=e|nem Merqumen gescannt AWIrd unter Erhait von:MeRBwerten' optt—- ,

' 'scher Parameter Dlese MeBwerte werden sodann izur- Charaktensnerungr
derimindestens einen Entutat. ,mlttels:',_Slgnalverarbeltung bearbeitet. Wih-. _
rend ‘der- Dauer .der:-Aufnahnie;-det MeBwerte:behalt die mindestens eine+

| Enﬁtétiihrei’;P:os,itidn} .hins'ichtlichid'e‘sﬁ='S'ubstrates .und/oder‘des Tragersim-
wesentlichen bei. Das Substrat weist einen Brechungsindex-auf, der ver-
schieden ist von dem mindestené einer an aas Substrat angrenzenden
Komponente:*-Bei :der. angrenzendén Komponente kann ' es sich ‘bei: -
spieléweise .um einen.Trager handeln; auf dem das Substrat angeordnet -
ist. Das Substrat.kann jeddcﬁ -auch unmittelbar :an -eine - Immersionsflis: .
'éigkeit; Luft oder eine-das Substrat abdeckende Komponente, wie z. B. -

ein.Deckglas, angrenzen.

Erfindungsgemat .wird nunmehr vor und/oder wahrend des Scanvorgan-
ges ein Hilfsfokus -erzeugt, der zumindest teilweise auf der Grenzfliche
zwischen Substrat und angrenzender Komponente oder einer -anderen

geeigneten Grenzflache liegt. Diese Grenzflache steht in einer definierten
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raumlichen .Beziehung. zur. Entitét. -So kénnte beispieihaft die Entitat (z. B.-
| zu- untersuchénde_Makromoleki]le wie Proteine.:oder Nukleinsauren)-in
einem Substrat (z. B. einem’_._Gel)zeingebet_tet_sei_n, welches sfch:auf:éinem
Trager (z.B:-Probentrager-aus. optischem- Gias),- befindet.. Die: .Fantion_
des Hilfsfokuscbesteht darin;:die Lage de’r-Grenzfléche"z'u:'b,e'stimmen,und‘v
insbesondere eine. A‘bétandsermitﬂu‘ng zZwischer der:Grenzﬂéche-’ und’ nd'er:»-
den Hilfsfokus erz'eUQend.en Optik zu erméglichen Erfindungsgemé& ste-
" hen: Hllfsfokus und MeRvolumen. zueinander in.einer defi nlerten Lagebe-;
Z|ehung welche durch:den’ Anwender emstellbamst Somit: lst\es mogllch‘
": Uber die Nachfuhrung der Lage des Hllfsfokus auch dle Lage des Mero-e: |
: ..~".Iumens relatlv zur Grenzﬂache nachzufuhren Der Abstand des Merolu- a
'mens von der Grenzflache kann: somlt vom Anwender: gewahlt werden.
-.',Mlttels -eines Detektors;: der konfokal angeordnet ist;, ‘wird:die - Intensnat:
- des von der. Grenzflache: ruckreﬂektlerten Llchtes ‘erfafdt.’ ‘Diese’ weist: ei- -
_.-_nen MaXImaIwert auf» sofern der: Hllfsfokus ln Rlchtung der optischen -
Achse auf der Grenzﬂache posmomert ist::Die lntenS|tat des: Ruckreﬂexes
. fallt ab, ,wenn der Hllfsfokus -auf:.der; optuschen Achse in: Rlchtung des
Substrates bzw der an «das: Substrat. angrenzenden Komponente bewegt ’
wnrd Wahlwelse kénnen. auch mehrere Detektoren entlang der optlschen:
“Achse. der den :Hilfsfokus ‘erzeugenden Optlk ‘vor:und/oder hinter derBild- -
- ebene:-:angeordnet A_w.erdenzund:das*Verhaltms:dc-:fn detektierten:Intensitaten -
bestimmt werden:. .- . PRI A
Dle Erfindung zeichnet 'sich somit- dadurch aus, dal-die Nachfuhrung vor-"
-zugswelse on-line wahrend eines-gesamten Me3vorganges vorgenommen -
und- dabei ‘das Merolumen,stets:ln einer 'wohldefinierten . Ebene mit
wahlbarem Abstand voncdér’Grenzﬂéché gefﬁhrt;.werden kann. Die Emp-
findlichkeit der Fokussiervorrichtung gegeniiber Abweichungen von:der"
Sollposition ist bevorzugt grofer als die entsprechende Empﬁndlichkeit

der konfokalen MeRvorrichtung, wie nachstehend niher erértert wird. -

In-einer bevorzugten Ausfiihrungsform-wird der-Hilfsfokus mittels dersel-

ben Optik erzeugt, die auch zur Erzeugung des MeRvolumens dient. Es st
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sogar madglich, dieselbe’Strahlungsquelle. zur Generierung-von' Hilfs-und: :
MeRfokus zu \verw.enden.‘"Eine‘ d'erértige Strahlungsquelle emittiert :bei::.

spiels‘we‘ise Licht.-unterschiedlicher‘WelIenlénge‘n oder Polarisatibnen, das’ -
durch geeignete"optisch'e‘ Kbmponenten 'sép’ariert ‘und- somit ‘den-entspre= - .-
'Um‘f':die,“gewuﬁschtel- Rositionierung des Hilfsfokus; 'und somit -mittelbar-
auch:des MeRvolumiens; vor und/oder wahrend ‘des Scanvorganges bz :

'ermoghchen ist. s’ wunschenswert festzustellen -ob dle Posutlon edesm

- Hilfsfokus von.der Grenzflschein: Rschtung des: Substrates oder' aber lnt'“ e '
: E Rlchtung :def-an: das ‘Substrat*angrenzenden Komponente abwelcht JEr- o
fmdungsgemaﬁ werden:folgende Losungen vorgeschlagen
In emer ersten - bevorzugten Ausfuhrungsform Wird :die : Position rdes' s
'Hllfsfokus» relatiy-zur: Grenzflache im: wesentllchen entlang 'der optischeni::
: Achse varuert und die- Intensitat des Ruckreﬂexes in ‘Abhangxgkett von-der
,-Bewegung reglstnert (snehe Flguren 1, 2, 3, 5 und 6) Hierbei kann bet-
,splelswelse die fokussuerende Optlk entlang der optlschen Achse auf- und
abbewegt werden Est lSt ;edoch auch’ mogllch ‘das-Substrat; welches S|ch
| “belsplelswelse auf.einem.in z-Rlchtung unmlttelbar oder mittelbar. posmo-*
merbaren Tréager befindet;-entsprechend- zu- bewegen -Es ist:ferner: mog-w-
o IICh d|e Dlvergenz ‘des- Strahlenbiindels ‘zu variieren, ‘das. zur- Erzeugung
K des Hllfsfokus dient. Die Bewegung kann bevorzugt penodlsch durchge-
»_fuhrt werden Die vom konfokal angeordneten Detektor erfaBte Intensitat
_'erd such jeweils dann-erhdhen; wenn:der: Abstand-zwischen reflektleren- :
der: Grenzﬂache und Hllfsfokus sich-verringert. Umgekehrt wird:sich die -
o IntenSItat erniedrigen; wenn durch- die Bewegung:der genannte' Abstand
vergrofert wird. Aus der Bewegungsrichtung; die zu einer. Erhohung bzw.
Erniedrigung der detektierten Intensitat fuhrt, kann somit ermittelt werden,
in welcher Richtung die Position des: Hilfsfokus von der Lage 'der Grenz-

flache abweidht'und die Abweichung entsprechend korrigiert werden. - -

Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wahlen, daR eine gleich-
zeitige Aufnahme von MeRwerten aus dem MeRvolumen nicht gestort -
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wird.:in. der- Regel wird daher die 'Amplit'uge. der Bewegung der GréBen-
ordnung -der..axialen Ausdehnung des ‘MeGVOIUmens. \entspre-chenwodep

. kleiner sein-als diese Ausdehnuhg; imi'letztefen ‘Fall:solitedie. Ausdeh-
nung.des konfokal detektierten Volumens-des:Hilfsfokus - - insbesondere in. ..

R:chtung der jeweiligen optischen Achsen:der: Zur: Erzeugung von. Hllfsfo-':\.‘
kus und MeRvolumen verwendeten Objektive ‘geringer sein als die Aus-
‘dehnung des Merqumens ‘Eine solch geringere: Ausdehnung kann Vors::
zugswelse dadurch erhalten werden, dal’ der Hllfsfokus mittels: elner Optik -

mit einer:: Numenschen ‘Apertur erzeugt-wird; d|e,grof$er |st alsi dxe Numen-‘ii.;:/ :

3 sche Apertur der Zur Erzeugung desfMerolumens »verwendeten @ptlk'i 3
i Wahlwelse kann ZUF: Erzeugung des MeEvolumens auch nur elnngerlnge-i"‘* "
rer Teul der Numenschen ‘Apertur einer- gemeinsamen-Optik oder der je-
welhgen Optiken genutzt werden als zur Erzeugung des Hilfsfokus. In ei-

- _‘--ner welteren Variante wird bei-der: Detektlon des Hllfsfokus eine konfokal
angeordnete ‘Blende. 'verwendet;:die:eine: genngere Oﬁnung*aufwelst“als.;;a
: -'eme~be| der Detektlon «des Melvolumens: verwendete konfokal:angeord:.

nete: Blende. i a0 f 6 mnd g s ot

In elner zwelten bevorzugten Ausfuhrungsform wurd dier:Position: des -
_Hllfsfokuswelatlv zur Grenzﬂache isowohl.lateral zur:optischen:Achse:der
den: Hllfsfokus .erzeugenden..Optik :als.. auch axial bewegt: Dle Auswertung:.ezu
des: Ruckreﬂexes kann in- analoger Weise wie:in-der: vorgenannten “Aus-:
fuhrungsform erfolgen:, o0 e o e e T

In einer dntten bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Intensitat des Rick-. -
.reﬂexes mittels mindestens zweier entlang. der optlschen Achse-angeord- -
neter Detektoren-erfalt. Dazu wird das:von-der Grenzflache reflektierte -
Licht des. Hilfsfokus. beispielsweise -Uber'teildurchléssige Spiegel auf die "
Detektoren aufgeteilt. Die Detektoren werden bevorzugt. in “unterschiedli-
cher _Entferndng; von der -_fokussierenden.'.-Op.tik-,'- insbesondere: vor- und -
hinter der-Bildebene,- angeordnet, 'so:dal --abhéngig von.der Lage des
Hilfsfokus relativ zur reflektierenden Grenzflache - unterschiedliche An-
teile der reflektierten Intensitat von den Detektoren erfalit werden. Aus der.

Verteilung der von den Detektoren erfalten Intensitaten kann somit er-
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r'.n'ittelt,, er,rd,en,,in welcher . Richtung die, Position: des . Hilfsfokus v.oh_:de.f—
Lage der,Grenzfléche_- abweicht. :Dies wird exemp_lérisch in-Fig.. 4 .darge-. .
stellt. .~ ... i DT T . SRS RSP
Be_is,pielhsweis_‘e erfassen:-zwei in~gleichem:Abstand ..VOﬁfder .Bil;debené vor -’
und_ ,hinte_r_-;d‘_i.es‘gr..;E,b'en_e; angeordnete.Detektoren- ein ~IntensitétSVerhéItn is™
von 1:1, wenn der Hilfsfokus auf der Grenzfliache liegt. Je nach Richtung
der: Abwe:chung des Hllfsfokus~ von, der. .Grenzflache: steigt: sdie . Intensntat

auf einem derDetektoren an. sw i Fooow s s s pmmwibvde

«us (I8 -(S, [N RIS ',v.,.;. . .':*7 AT

| "-‘AElne allfalhg ermlttelte Abweschung des Hllfsfokus\von .deragewunschtem ,
‘,Posmon IaBt sich, |n allen Ausfuhrungsformen durch éine entsprechende
Nachfuhrung die;ggf. der: oben beschriebenen Bewegung uberlagert wird,
korngueren Esist: beverzugt .den; Hilfsfokus so- nachzufuhren dal:dieser-

' sich. lm wesentllchen auf der: Grenzﬂache befindet:: .o weth w2

Um emen moghchst genngen apparatnven Aufwand ZU- betrelben istrés. g,

, '-wunschenswert den Hllfsfokus mittels derselben Optlk ZU: erzeugen dle

| ,:auch zur Erzeugung des Merolumens dient. In einer derartigen Ausfuh-
‘rqng .ge_[ E_r;ﬁ indung; lgo_n_nen ‘beispielsweise-teildurchlassige :'Splegel.felnge-
_Sétztawgtdgnf-:um;qi?@t@.h.!en,z die:MeRvolumen. bzw. Hilfsfokus.erzeugen,-::

~ vor. défn-Objektiv .zusammengzufihren,. sowie: die ‘aus-dem -‘MeRvolumen -
‘bzw Hilfsfokus: detektlerte Strahlung wieder zu 'separieren.:Mbdchte - man./
' belsplelswexse Mef&volumen -und -Hilfsfokus.in, elnstellbarem Abstand iZUs. .
emander,lm:._wgse;nﬂ;gtaﬁgn,:,e“n‘tlan.g der optischen Achse anordnen; so-,lst‘,._esw'
zweckmaBig,: dem ‘Objektiv; auf der der..Probe abgewandten:Seite :geeig- .
'netg._ gptigcheg,__E_Iemgntél (z:B. .‘l_ins;en-,v:k_onyexev oder. kana:ve..,Spiegél) mit
dem-Ziel vorzuschaiten;, ,zwei’Stf:ahlenbUndQI unterschiedlicher Divergenz...
bzw. Konvergenz zu.erzeugen;. die sodann vom Objektiv zum:MeRBvolu--.

men _einerseits-und Hilfsfokus andererseits fokussiert werden..

Andererseits kann eine Anordnung gewahit. werden, in der Mef3volumen
und Hilfsfokus Uber separate Optiken erzeugt werden. in diesem Fall wer-- -

den die beiden Optiken vorteilhaft mechanisch oder regelungstechnisch-
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so verbunden, dall-eine Nachfiihrung des Hilfsfokus eine entsprechende
Nachfithrung des MeRvolumens bewirkt. Auch' in-dieser Ausfuhrung-kc")n;
nen MeBvolumen und Hilfsfokus entweder ganz oder teilweise uberlap->: -
pend, oder aber raumlich getrennt angeordnet sein. Die Positionierung
vonHilfsfokus und-MeRBvolumen zueinander kann-in diesem Fall durch die™
Positionen der-beiden genannten Optiken Zueinahder. eingestellt werden.- i
'ES')'ka'n’n""be‘v-orzugt‘ séin-‘»"den .Anregungsstrahlengang *'sowohl - fiir ‘das*:

MeBvolumen als auch fur den Hilfsfokus mit ein-"und: derselben Strah”*'”'i: g

:;iungsquelle zu erzeugen -die optlonal in der Lage ist, Strahlung unter-,' P

em
~

R ‘.';'~'~sch1edllcher Wellenlangenfzu iémittieren: Andererselts"kann 'es, ‘msbeson-"‘l-f
dere bei raumlicher Trennung von'MéRvolumen -urid Hilfsfokus, bevorzugt:
,sem ‘zwei .getrennte -Strahlungsquellen -zu verwenden. Bei den +Strah- +

N Iungsquellen kann es:sich-beispielhaft:um Laser; lichtemittierende” Dtoden 3
-Gluh oder Gasentladungslampen harideln. Als dem Fachmann bekannte“"

‘ ‘geelgnete Detektoren kommen z. B. Avalanche Photodloden oder sonsti-

| ge: Photodloden sowue Photomulttpher in: Betracht Bevorzugt $ind? Mlttel'*;"

PRI S TN “o ‘l.‘,,.(‘,";‘_-,,!:‘_-.»- Ve

T 'zumEmzelphotonendetektlon e AR LI

P P T R e S T PR

- v
REERET

ln -einer- weiteren: Ausgestaltung des: erﬁndungsgemaBen Verfahrens und "
'derxVOrnchtung ist és’ besonders vortellhaft Zur: Erzeugung ‘des MeRvolu- -
-mens” ‘und/oder des Hilfsfokus*€in-Objektiv 'mit ‘€inér hohen’ numenschen
’ Apertur bevorzugt groBer 0:9; und/oder einemn kieinen- Arbeltsabstand zu*
wahlen -Die’ ‘Watil eines ‘géringen. Arbeitsabstandés, " insbesondere: Klei-- *
ner/glelch<. einem' Millimeter, “wirkt ' sich“besonders ‘giinstig 'bei “Fluorés--
zenzmessungen im:MeBvolumen ‘aus: Im-Emissionsstrahlengang atftre- °
tende Absorptlon des Fluoreszenzlichtes verringert die: Zahlrate pro:Molé:- -
kal, d:h.-die pré Molekdl detektlerte ‘Fluoreszenzintensitat.. Dieser Effekt
geht im Gegensatz -zu' den Erwartungen offenbar linear bzw. starker als-
linear in dés Signal-Rausch-Verhaltnis ein, so daf'sich ein geringer Ar-
beitsabstand als vorteilhaft erweist.
Der Scénvorgang kann bevorzugt folgendermaRen ausgefithrt werden. Es

wird ein konfokales Mikroskop zur optischen -Erfassung éines Beobach-
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tungsvolumens verwendet mit -einer ,Strahlungsquelle-,_ bevorzugt -zur Er-;
zeugung.von .Anregungslicht, einem dichroitischen Spiegel, von.dem- die.
auftreffendej -Strahlung -der Strahlungsquelle -reflektiert .wird, -einer, eine’
dem dlchromschen Splegel reﬂektlerte Strahlung )empfangt und auf: das;
Beobachtungsvolumen fokussnert und. einer Beobachtungsoptlkanord-;
nung, :die..von:. dem. Beobachtungsvolumen ausgehende und_ durch, den..
' dichroitischen Spiege! - hindurchtretende. Strahlung, .empfangt. Zwischen .
‘dem. dlchromschen _Spiegel.und-der. Objektlvlmsenanordnung befindet: SICh:}.'}
- elne Ablenksplegelanordnung, dle emen bevorzugt planen ob]ektuvseltlgen* -
-*Ablenksplegel aufwelst xder um..eine Normalpunktlage oszﬂluerbar ange- "
ordnet ist. Bel Osznllatlon des objektlvsemgen Spiegels kreuzen sich die
optischen Achsen des Jewells reflektierten Anregungshchtes in im, wesent-. .
Ilchen einem., gememsamen .Schnittpunkt. .im . Bereich .der..megchanischen. .
‘ Apertur der Objektlvlmsenanordnung Die. Oslelatlonsachse .des objektiv-..
semgen Ablenksplegels |st glelch der-Schnittlinie: der von: dem -objektivsei- -
_‘tlgen Ab!enksplegel aufgespannten Ebene . m|t derjenlgen Ebene;die .
durch den gememsamen Schmttpunkt der. Optlschen Achsen, der-reflek-...

taerten Strahlung und senkrecht zur., optnschen .Achse: der, reﬂektlerten_

'Strahlung bei.. m - seiner.Normalpunktlage bef ndlichem objektlvseltlgen-__ :
.Able,nks.nlege!«ye.r!au.ft.,;. Eine.entsprechende Vorrichtung.ist in,der.interna- .
- tionalen .F‘?A-a;tc_an_tanmel‘qgngr'RfQT{EE-_, 9740302;2. (internationale .Veréffentli- -
chungsnummer. WO :97/48001) detailliert .beschrieben, -auf .die_hiermit-.
aU$deleich, Bezug-genommen wird. Es lassen sich jedoch .auch andere, .
| dem ;Facbmannbgkgnnte Verfahren zur Ablenkung deé von.der Strah- -
Iungsq'uel‘lggrzeugten :Strahles einsetzen.. Wahlweise ist-es-auch méglich,. .
die _F’qsi.tion,; q§s_ :_Sgbstvr‘ates;,ode_rader verwendeten: Mikroskopoptik(en)-

mittelbar oder unmittelbar zu variieren.

Als optische Parameter kénnen beispielsweiSe ‘Streulichtintensitaten,
Fluoreszenzintensitaten .bei mihgiestens einer Wellenidnge, Fluoreszen-
zintensitdten in Abhéngigkeit von der. .Polarisation, Fluoreszenzlebens- -
dauern und/oder molekulare Hélligkeiten bestimmt werden. .Es kann hier-

bei bevorzugt sein, molekulare Heliigkeiten gemaR des in der Internatio-
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nalen Offenlegungsschrift ‘WO '98/16814 “beschriebenen Verfahrens zu

bestimmen. Es wird dort: beschrieben, da Intensité‘tsﬂuktua‘tionen’emit-

tierter Strahlung ‘von in ‘einem MeRvoiumen befindlichen ‘Partikéln: mittéls

eines ‘D‘etekto'r's beobé’dhtet~Werdén-f wobei-das Verfahren die"‘folg'ériden'f‘
'Schntte umfaBt wiederholte: Messung det Anzahl-von Photonen’ pro° Zeit-"

mtervall definiérter Lange; Bestimmufg einer- Funktion,’ wie beispielsweise
emer Vérteilungsfuriktion® der:Anzahl von Photonen: pro’ Zeitintervall; und:
sédann ‘-Bestir?n'm'un‘g- einer Funktion;- wie/-auch hier ‘béispielsweise einer-
Vertenlungsfunktaon ‘dér: speznf schen partnkuiaren Helhgkelten ‘auf! Basns
der? Funktton der Anzahl der Photonen pro Zemntervall mEs werden‘welter

 hirp Hmwelse gegebenawne 'dlefFunktlon ‘der Anzahl Vo Photonen prozes“

siert werden kann oder ‘wie belspnelswelse instrumentelle Paranieter an--
geréssen beriicksichtigt werden ‘konnen: : Physikalische Eigenschaftén*

voiiPattikelh, insbéséndere partikulare" Helligkeiten “konnen' aber aich™

‘wie!in: der lnternatlonalen Patentanmeldung PCT/EP: 98/06165 ‘dargelegt”
-.ermlttelt werden Das ‘dort beschrigbene” Verfahren umfaBt die fo!genden
Schntte w1ederholte Messung ‘der- Dauer ‘von Zeltabschnltten zwnschen
' detektlerten Phetonen Bestlmmung ‘giner " Furiktior; '2.B. einer” ‘Verteid -
nggsfanfuon, der.Dauer;der ‘genannten Ze:tabschmtte; und sodann Be:

_ stin‘r’i_ﬁmhg‘ einer’Funktion 'spezifischer physikalischer Eigenschaften dér zu-

~_untérsuchenden Partikel auf Basis-der genannten Funktion'dér Dauér von:

Zeltabschnltten Es ‘wird- insbescndere ein’ Fut’tmgprozeB beziiglich experi- :

mentell bestlmmter und: theoretlscher Funktlon der’ Dauer der Zeitinter-
valle vorgeschlagen “wobei hinsichtlich -der theoretlschen'-Funktlon Para-
meter: @iner raumlichen’ Helhgkeltsfunktlon ‘welche’ fur -die instrumentelle-

Anordnung -charakteristisch ist, ‘beriicksichtigt ‘werden. - Es’ wird vorge-

schlagen: beispielsweise Fluoreszenzpolansation», wellenlangenabhanglge' ‘

Fluoreszenzintensitaten, Fluoreszenziebensdauern, Energietransfer; etc.”

zu untersuchen. In einer weiteren Ausfihrungsform kann es vorteilhaft

sein, mehrere optische Parameter‘zir érmitteln, um somit eine verbesserte

Charakterisierung der Entitat zu erzielén. Dies kann insbesondere mittels

des in der Internationalen Patentanmeldung PCT/EP 98/03505 beschrie-

benen Verfahrens: erfolgen. Es wird hier folgendes Verfahren vorgeschia- -

gen: Bestimmung von Intensitatsfluktuationen emittierter Strahiung von in

PCT/EP99/10142

3
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einem-MéeBvolumer béefindlichen Partikeln’ mittels ‘mindesténs “eines: Dé-
tektors; Bestimmung intermediérer statistischér Daten-beinhaltend eine
mindestens zwei-dimensionale- statistische Funktion auf Basis der ge-
nannten’ Intensutatsfluktuatlonen Bestimmung -von' lnformatlonen auf ‘Ba*
SIS der’ mtermedlaren ‘statistischen Daten: I letzten. Schnt’t Kann' Z'B:‘das"
gemeinschaftlichie: Auftreten von' zwei - Elgenschaften an- einem Partikel’
untersucht werden.~-Auf ‘déen Oﬁenbarungsgehalt -der: genannten Pa-
tentanmeldungen, msbesondere im Hinblick auf die zu untersuchenden
physukallschen Elgenschaften ‘der Zb untersuchenden Partlkel ‘ihre’- Be-

ear.

n's Daten’

r>‘,~q

rstlmmung sowue dle Bes’ummung der mtermedlaren statlstlsche

wird fiermit? ausdruckhch lezug genommen BENE R A
DasrerfindungsgemaRe Verfahren ‘Und-die’ zu’ seiner’Durchfiifiring Ver:"

wendeté -VOrriC~htEing"eig'ne'n“""siéh beispielswieisé® Zur -Bestimmung  optic
scher Parameter von Entitaten ‘wie: Molekuien Mclekulkomplexen Poly: -
meren;; ves:kularen Strukturen ‘aus:ziBis Polymeren ‘oder anorganlschen*'T
Matenallen aufgebaute Partlkel allerArt; Zellefi; Baktenen und"Viren' Diet
se- konnen 2B auf mmerahschen oder organlschen Stibstraten angeord-: ‘
net seln Hlerbel kann es snch msbesondere um’ polymére ' Gele' polymere‘t‘
oder. “aus' anorgams_chen\‘»Matenahen ‘aufgebaute’ 'Partikel, “vesiKulare”
Strt’x’ktUr,eﬁ;-:Zellen?BaktériénzdﬁdfVireh%h'ahaelh.i--a RS

. L T L T N O N SRR NP N PR I S
F e O A T Peaelelwd LRS- B AV S SR SN I

In einer weiteren Ausfihrungsform-werden aipriofil nfdﬁﬁé’tiehé'h‘ ubér'die’
Verteilung und/oder Struktur der Entitaten uﬁd/oder der Substrate in der

Sighalverarbe‘itung‘-ge'n‘utzt}éSb‘?kénﬁen?b‘eis‘pi‘eIS’Weis’e“ als'Substrat Bakte: -
rien oder polymeré ‘Kugeln:(sog.: Beads) eingesétzt ‘werden, auf derén -
Oberfliche:oder in:derem Inneren-jeweils bevorzugt gléichartige ‘Entitaten
angeordnet sind. Um mit M'e_thoden-"der SignalVera'rbeitung, insbesondere -
der Bildverarbeitung, MeRwerte als zusammengehoérig erkennen zu kon-

nen, ist es oftmals- hilfreich;- a-priori-informationen ‘Gber die’ Zu untersu-
chenden Substrate, wie beispielsweise deren Gestalt, raunilicheé Ausdeh-: "
nung, Anordnung etc., in der-Signalverarbeitung zu bériicksichtigén. So'’
kann es ferner vorteilhaft sein, Uber die zu als gleichartig erkannten Enti- -

taten gehdrigen MeBwerte jeweils Mittelwerte zu bilden oder diese ‘ander-
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weitig statistisch auszuwerten; um die Charakterisierung: der; Entitdten si- - -
gnifikanter. zu_gestalten. Als Methoden der Signélverarbei_tung,kénnen an-
sich in :de_r:;Lj.te_z:ratpr bekannte Verfahren- zur Objekterkennung eingesetzt:.
.wefden, wie z. B. -nggh-Iragstormatioh, Template Matching und. korrela-..
tive,.V'erfa‘hren.L Derartiée. Verfah}en -sind in,der. Literatuf beschrieben. (sie-.
‘he z.B.+E. R..Davies, Machme Vision: Theory Algorithms; Practicalities;
Academlc Rress, London -San Diego, 2 nd edition; 1997). ..

S e vitey o T P R T G P T I SN TR NSO
Oftmals ist es wunschenswert durch besttmmte optlsche Parameter aus-f
'gezelchnete Entltaten und/oder:. Substrate;,(van den ~ubngen Entltat

und/oder Substraten zu sepanerenm um fsnesemer welteren rAnalysei};: "
und/oder Bearbeltung zu unterziehen. Diese Separation kann beispiels-
weise mlttels emes geeigneten Manipulators; wie z. B..einer: Pipette, eines.”
.mechamschen Grelfers etc..geschehen. Besonders. geeignete -Verfahren: .
s:nd beisplelhaft in; der; Internatlonalen Offenlegungsschnft WO, 95/35492;-73
:beschrxeben auf deren Offenbarungsgehalt ~hiermit: ausdruckllch Bezug. 5

' ‘genor'nmen wird. So w«rd dort: bersplelswetse die: Entnahme bzw. Separa-.»‘f:-v;x
i"tld(\_. urch elektnsche Spannungs— oder : Feldlmpulse durch : Druckdiffe-».
-‘renzpulse oder -auch: :durch, Lichtdruckpulse beschrieben:: Es:kann-auch:::
. ‘em\bevorzugt p:ezogesteuertes Pump- bzw.. DlspenSIersystem verwendet
werden Im aligemeinen ist es-hilfreich, wahrend ‘des:Scanvorgangs: die’.
ermittelten MeRwerte in Abhangugkelt der Position des MeRvolumens zu

: :erfassen um, somit-den: Separatlonsvorgang :zu-automatisieren..

R Das;;\/_’gr.fgh(éns und:die-entsprechende-Vorrichtung -lassen sich iinsbeson-
dere in der .Wirkstoffsgchfo;schung;, kombinatorischen Chemie, funktio-- -
nalen :..Qe_no_q]analysg;: evolutiven. Biotechnologie; Diagnostik,x~MaterialunA :
te(s_qchun,g oder i_?roteQm-Analys_e einsetzen.. . - .

In einer :Ausfithrungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens werden --
beispielsweise Beadstrukturen als. Substrate eingesetzt, die - jeweils mit -
einer Vielzahl gleichartiger Entititen besetzt sind oder die solche.enthal-
ten. D_ie_seh‘ Entitaten kénnen beispielsweise aus einem ProzeR der kombi-
natorjschen Chemie entstanden sein, wobei in der Regel die eigentliche
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Struktur der Entitat nicht bekannt ist. Die Entitaten kénnen vorzugsweise
detektierbare Marker, wie z.B. .Fluoreszenzfarbstoffe, aufweisen. Diese::.
Variarite -birgt den Vorteil, dal die.nachfolgend zuzusetzenden.Reaktions-.
partner n_ich.t; zwangslaufig ‘detektierbare Marker aufweisen: mussen..Die
‘SUbstr‘at_e befinden :sich. vorzugsweise’ auf einem T rége'r-,v.z;B;: Mikrotiter-...
platten mit einer;Vielzahl, von, Au‘snehm'ungen 'oder einer . folienartigen.-.
Struktur Die -Ober- oder- Unterselte des Tragers:kann-in dieser Ausfith: -
rung als. Grenzﬂache 2ur: Nachfuhrung des Hilfsfokus.-und. MeBvolumens:

- genutzt werden» Es werdenrnunmehr Reakttonspartner;,-zugesetzt»-deren wo
‘WechseIWIrkungen mit den Entltaten untersucht werden;sollen yDlesegRe-w-' i

‘ aktlonspartner konnen |n elner Ausgestaltung ebenfalls detektlerbare
Marker aufwelsen Das- Substrat wird sodann: abgescannt mit beispiels-
weise dem Ziel, potentielle Binder, der: Reaktionspartner :unter den.Entita- .-
téll.:nszu finden und/oder éine::chemi'sche:Reaktionaauézulésen ‘Die:Bindung -
zwischen Reaktlonspartner und:;:Entitat: kann mit .den:.oben. naher, be-: .
vschnebenen optlschen Parametern charaktensnert werden. : Mlt ~ge=-
wunschten Elgenschaften ausgestattete» Komplexe zw:schen Reaktlons- .
partner -und:: Entltat konnen svon -den: ubngen Entitaten: bzw:, Substraten
sepanert werden um sie. .einer. weiteren Analyse und/oder: Behandlung Zus
unterziehen. Das beschriebene Verfahren wird vorzugsweise: in: der Wirk--::
's"toffsuche angewendet.
‘In einer. weiteren Variante .ist-zwischen: demuSub__straf und 'den einen-de- ..
tek‘t_ierb‘are}n Marker. aufweisenden Entitaten 'e'ine spaltbare: L:inkerstruktur. -
,ahgeordne_t. So kénnen -z:B..in einem ProzeR der.chemischen Synthese
auf. Substraten, wie polymeren. Beads, spaltbare Linkerstrukturen:ange--
ordnet sein, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt wérden, an.denen
sodann die zu untersuchenden Entititen bevorzugt in einem kombinatori-
schen Verfahren, synthetisiert werden.. Diese Variante_birgt den Vorteil, ..
daB nach Selektion von Beads, welche .mit gewinschten -Eigenschaften
ausgestattete Komplexe zwischen. Reaktionspartner und Entitat tragen,.
eine Abspaltung der farbstoffmarkierten Entitat erfolgen kann. und diese -
sodann in einem sogenannten I3slichen Assay ndher analysiert werden

kann. Auch diese Variante eignet sich besonders in der Wirkstoffsuche.
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In einer weiteren A‘usgesta.ltung werden Substrate mit Entitaten bekannter

- Struktur. verwendet, wobei alle Substrate 'die'gleichen Entitaten aufweisen:
Bevorzugt werden:.auch hier " die’ Substrate auf die Ausnehmungen von
Mikro--oder Nanotlterplatten verteilt.: Sodann wird'in jede der Ausnehmun-+
gen eine -Losung von Reaktionspartnern;: von- denen b'ekannt" ist, da_'f&'.-'sié a
mit den: Entitaten wechselwirken,. zugesetzt. Zudem’--Werden’die‘.'A'L.lShehi‘- |
mungen -mit’ Lésungen unterschiedlicher potentieller Wi'rks‘toffé’ vérsetzt;
um.festzustellen; ob diese- geeignet sind;: die Wechselwurkung zwuschen ~.,_

Entltat und Reaktlonspartner Zu. beeinflussen:: B B

w8 17; Sitasing DB A;_'/fi:.;if"#-“? f;f:*.sz;_ff»:'s;.élf‘.. Mahie T N ENLT
:Dle in‘den: vorstehenden Absatzeén naher beschriebenen Ausgestaltungen‘: :
konnen .auch mit biologischen ‘Substraten, wie z.B. Viren, Phagen, Bakte-
‘rie'n : Piiz'eodér euk'ar'yotis'chen"Zellen':'-ausg'efijhrt'wer‘den 'So'kénnen'z:B: -
naturhch verkommende oder geklonte Entitaten bevorzugt an. Oberflachen” -
.f,der genannten ‘biologischen:Substrate untersucht- werden mit dem Vortell 8
daB: hier: eme Kopplung ZW|schen dem als-winschensweért: ldentlf zierten "
| Phanotyp miit selnem zugehongen Genotyp vorllegt ‘Eine‘derartige’ Vorge:
’ :henswelse ist unter-den elnschlaglgen Begnffen ‘des ‘Phage- Dlsplays oder

‘zellularen Displays bekannt. : -

In-einer weiteren Applikation kann das erfindungsgemaRe Verfahren auch

in zelluldren Reporterassays A»h'ilfreich-"sein;:‘DieiGenaui'gkeit‘ des"Scanver-
fahré’hs‘,-'1~=insbe’sonde'r'e~‘die genaue ‘Ortsauflésung, erfaubt die Beobach- -
tung -der- Aufnahme und/oder ‘intrazelluldren Translokation von Substan- -
zen. mit-einer uberraschend hohen Ortsaufiésung sowie QuantlﬁZIerungs- :

genauxgkeut

In vorteilhafter Weise -:ermoglicht das erfindungsgemaRe Verfahren auch
die Untersuchung von Signaltransduktionswegen. Es zeichnet sich insbe-
sondere -auch-dadurch aus, daf mit"-‘Primérzellen gearbeitet werden kann
und somit auf eine Uberexprimierung -de'r zu untersuchenden- Entitéten,

wie z.B. Rezeptoren, verzichtet werden kann.
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Daé'Verfahre'n kann.zudem im sog.: differentiellen. Display a,ngewendet
werden, in dem beispielsweise Zellen erkrankter Personen mit.denen.ge-
sunder ‘Personen -verglichen. werden. Weitere Vergieichsméglichkeitén*
beinhalten: behandelte /-.unbehandeite Zellen, Wildtyp / Mutante, etc: -

Weitere Applikatiohen betreffen die Untersuchung molekularer Interaktio-

- nen, wie 'zv;B:.;-'F.‘rotein-Prb’tein—WechseIwirkungen' und..*Protein~NiJklein'-“
séure.-Wechselwirk'ungen.' Insbesondere kénnen auch Wechselwirkungen-
'zwiséhen (Proteinen :oder Peptiden:unbekannter :Natur bzw Funktion'.mit:

_ nganden potentleller physnologlscher Slgmﬂkanz -deren Struktur .Jedochn
‘oftmals noch nicht aufgeklart ist,” untersucht werden. Hierbei wird vor-
zugsweise mlndestens.eln Partner mit einer partikularen Struktur che-
‘misch oder.adsorptiv-verkoppelt sein. - -

'Es: kann auch: bevorzugt sein; rdas erfindungsgemafie Verfahren: sowie die-
_zugehonge Vorrlchtung iy Rahmen der Gelelektrophorese einzusetzen. in
Kombmatlon mit einem Separations- bzw. Isoherungsvorgang kénnen be- .
st;_mmte Entltat_en auf dem als Substrat dienenden Gel direkt einer weite-

".ren‘::AnaIysé:,,oderjalich Vervielfdltigung (PCR, etc.) zugeftihrt werden. .
Das Verfahren und die erfindungsgemale Vorrichtung kénnen-auch ein-'
geéétzt-Werden um selten. vorkommende -Zelltypen zu detektieren ‘und
bevorzugt zu isolieren, wie dies z.B. in der Pranataldiagnostik, in der On--‘ |

kologie oder aligemein der Pathologle der Fall ist.

Nachfolgend - werden -bevorzugte ‘Ausfihrungsformen. des erﬁndungsge-

méalen Verfahrens respektive der Vorrichtung dargestelit.

Figur 1 beschreibt schematisch eine konfokale Mikroékopanordnung mit
einer Strahlungsquélle und zwei Detektoren, von denen einer Signale aus

dem Hilfsfokus und der andere Signale aus dem MeRvolumen detektiert.
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Figur 2 zeigt schematisch eine weitere erfindungsgemafe Ausgestaltung
einer kdnfbkalen-'Mikroskopanordnung,. in der'MeRvolumen und Hilfsfokus
entlang- der. optischen Achse getrennt voneinander :angeordnet sind. ‘Die
Anordnung ‘weist-eine zusatzliche Strahlungsquelle zur Erzeugung des
H;lfsfokus auf.

Figur:3:zeigt eine:Variante, in‘ der getrennte Optiken zur Erz'eugung von:
Hilfsfokus.und MeRvolumen eingesetzt werden:. Es wird exemplarisch ge-:
zengt daf Hilfsfokus-und.MeRBvolumen sowoh| in axnaler w:e auch lateraler:y

'- Rxchtung getrenintvoneinander: angeordnet semskonnen 'i;:a;: By .'vaum i

. T AU S [y N':.'; PRSI .i: RS PO Cireaa T
et : ;";,A’,,».‘_.",“_ L -_?;'"If iy 4 o L A S X R

Cwmew it Talia e NN R s

’ Figur 4'1beschreibt eine weitere erfindungsgemale Ausfiihrung, -in der.
Hilfsfokus und MeRvolumen wiederum-durch dieselbe ‘Optik -erzeugt wer-:
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren fur das aus dem Hilfsfo-

. kus reflektiene Licht eingesetzt; die enfl‘ang der:optischen Achse zueinan-

~ der versetzt sind; .um: die: Rlchtung von:Abweichungen:der: Posmon ‘des’
| Hllfsfokus zu erkennen. . ’

Flgur 5 f;.beschreibt -eine Ausfuhrungsform;: wobei" als':Grenzflache ‘der’

‘ Ubérgangeines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dient. Uber un-

'tefébhiédliche -Ausnutzung der ‘Numerischen Apertur -des ‘verwendeten”

Objektivs .werden .untérschiedliche"Gr(jBen':von Hilfsfokus..und -Mef3volu-:

men erzielt. . - .o SR
Figur 6 zéigt eine Ausgestaltung mit einem faseroptischen Koppler.

-Flgur 7 a und'b zeigen das Ergebnis des in: Ausfuhrungsbelsplel 2 darge-i

stellten Experimentes.

In Figur 1 ist zunachst eine konfokale Anordnung-dargestellt: Die Strah-
lung-aus einer-Strahlungsquelle 10-wird durch eine Optik 33 kollimiert und.
durch ein Objektiv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fokussiert:
Die Strahlungsquelle 10 emittiert Licht verschiedener Wellenléngen. Aus-

wechselbare optische Mittel 35 mit welleniangenabhiangiger Brechkraft
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trén_nen‘ dieses Licht in. Bundel .unterschiedlicher Kgmvérgenz, .die vom -
Objektiv-32 in unterschiedlichen Positionen fokussiert werden, so da ein
Hilfsfokus 71 und. ein Mefvolumen 70-generiert werden. Durch. die. Wahl
“der Linse:35.kann somi,t,,der.-.:.gewu.nsch_t,e, Abstand zwischen Hilfsfokus 71

- und:MeRvolumen 70 vom Anwender eingestellt werden. in der beispielhaft -
dargesteliten- Anordnung:liegt.der Hilfsfokus 71, auf der Gr,e,nzﬂéche.szl.
zw.ischen..Substrat;,GO_-und Tréger{6-1 ..:das‘ Me[&volumen' 70 hingegen in-;
nerhalb-des Substrates 60.-Aus.dem MeRvolumen: 70 -austretende Streu:.:
oder Fluoreszenzstrahlung wird . wiederum durch . das. Objektlv 32, gebun--a}
delt,und-Gber.den Strahlteuler 40, der Z: B als tenldurchlasmger oden,weL,,,
"~Ienlangenabhanglger» Splegehausgefuhrt sem kann ganzcoder tellwelse

‘ reflektlert. .Die r!e‘fl,ektle_'rte: .~S_tr_ah|ung wird durch. eine Optik 30 auf eine
Blende 50. fokussiert;. die: zum. ‘Mefvolumen 70 konfokal angeordnet ist.. -
Die durch dle Blende: hlndurchtretende -Strahlung fallt auf:den:Detektor 20, :
der.zur. Aufnahme des. Mef&scgnals dient. Bei-Verwendung der: Mehrphoto-
nenanregung:kann aif die Blende 50 verzichtet werden, . ... .. .-
Uber ,e_ineﬁ weiteren Stfahltéi!er 41, eine Optik 31 und eine ebenfalls..
konfokal angeordnete Blende 51 wird ein Teil der an der Grenzfliche 62
reflektierten Strahlung .‘au..s.;dem Hilfsfokus 7 1.auf den Detektor 21.gelenkt.
In der in der: vorliegenden Figur dargesteliten. Ausfihrungsform wird bei-;
sp,ielsweise Vdie”_fok_u_ss,iere\nd_.e, Optik .32 entlang.der.optischen. Achse-auf-.
und.abbewegt werden, um ,sor;'n;it. die aktuelle- Position: des Hilfsfokus 71
relativ zur _Grén_,zﬂéc;he 62 :bestimmen .und ggf. nachregein-zu kénnen.
‘Hierdurch,erfolg,teine.m:i:ttgl‘bgrzg,N_a_,t:_hf[]hrung des MeRvolumens 70.

Fi_gu'r, 2 -zeigt: eine .weitere -Variante -der konfokalen, Anordnung, -in.-der -
Mer_olumen 70 und Hilfsfokus 71 entlang der optischen Achse getrennt
-voneinander angeordnet sind.. Die konventionelle konfokale Strahlungs- -
und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10, Detektor 20 und den. zu-
gehérigen optischen Elementen.wurde bereits in Figur 1 erértert. In dieser .
Ausfiihrungsform wird eine separate Strahlungsquelle 11 zur Erzeugung
des Hilfsfokus 71 verwendet. Durch.die Optik 31 wird das vom Strahlteiler .

42 reflektierte Licht dieser Strahlungsquelle im gezeigten Beispiel zu ei-
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ner konvergenten Strahl gebindelt, so daR der-vom Objektiv: 32 e'rzeugte
Hilfsfokus 71 in einem geririgeren Abstand-vom Objektiv 32 liegt als das
MeRvolumen' 70, das durch’ Fokussierung eines paralielen Strahlenbiini-
dels durch das Objektiv 32 ‘éntsteht.-Der Hilfsfokus 71 ist wiederurh auft
déi-ér’énzﬂéché 62.zwischén ' Siibstrat 60 und Trager 61 angeordnét: die”
ander Grenzflache 62 reflektierte Strahlung wird tber das Objektiv: 32 und-
die Optik:31 ‘auf die"konfokal ‘angeordnete Blende 51 fokussiert und ‘vor
Detektor 21-'erfa.(3t"Durch geeignete 'Positionierung der Optik 31-kann-in -

dleser Ausfuhrung der: Hnlfsfokus 71 in‘éiner wahlbaren Distanz’ vom MeB-'l .

Avolumen 70 angeordnet werden ‘Esist bevorzugt* dén- Hllfsfokus 71*Lauf 1“ e

~"'der Grenzﬂache 62120 posmomeren und das Merqumen *70 i sifem
gewunschten~Abstand<vom Hilfsfokus 71 innerhalb des Substrates 60- zZu

-efZ"e’uge‘n Ineiner weiteren Ausfithrungsform kann der Hilfsfokus 71 aus- -

einém vor :dem Objektiv 32 dlvergenten Strahlenbindel erzeugt werden s

. SO daB derHilfsfokus 71.in eirer-groReren Entfernung vom' Objektiv’ 32 als

das Merqumen 70 angeordnet ist.-Der in“Figur- 1 beschnebene Such-‘?"“
und Regelmechamsmus kann" auch hier vorteilhafterweise angewendet

'werden Botluoon o] I T
F |gur 3 “stellff eine weitere effi n‘duﬁgsg'er‘nélle Ausgestaltung dar, in der ein”
separates Objektiv- 34 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 eingesetzt wird.

' Das'MéRvolumen 70'wird wiederum uber das Objektiv 32 erzeugt und-ab- -
geblldet die- dem Objektiv 32 hachgeordneten Komponénten ‘der konven- -
tionellen' konfokalen Arordnung sind bereits in Figur 1 erortert worden. Die
Positionen der Objektive 32 und 34 sind steuerungstechnisch oder me- '
chanisch miteinander gekoppelt. Zur Erzeugung des Hilfsfokus 71 wird
eine 'separate ‘Strahlungsquelle 11 'verwendet, deren Strahlung tber eine’ - |
Optik 35 kollimiert und durch das Objektiv 34 auf die Grenzﬂéché 62 zwi-~
schen Substrat 60 und Trager 61 fokussiert wird. Aus dem- Hilfsfokus 71
.reﬂektierte-Strahlung wird wiederum durch das Objektiv 34 gebiindelt und
Uber ‘den Strahlteiler 42 reflektiert: Die reflektierte Strahlung: wird ‘durch
einé Optik '31 auf eine zum Hilfsfokus 71 konfokale Blende 51 fokussiert: -
die durch die Blende 51 hindurchtretende Strahlung fallt auf den Detektor
21. In der beispielhaft dargesteliten Anordnung sind Hilfsfokus 71 und
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MefRvolumen 70 sowohi in;aﬂa_,iepwie,aych lateraler Richtung getrennt -
voneinander angeordnet. Der-in Figur.1 beschriebene Such- und -Regel-
mechar)is_mus‘kann,auqh.hier.vorte_il,haftenNe_ise;a_ngewendet».werden.~A A
Figur 4. zeigt eine-Variante der in; Figur 2::dargesitezll,ten_fAusﬂ]h_nung .der-.
Erfindung, in-der zwei- De,tektorety1-2_-,..1.,;'_22-,»,,=f(1r das.aus dem. Hilfsfokus 71: -
reflektierte: Licht ..ej_ngesetzi. ‘werden. ;Engsprech_end,e.l Anordnungen--von..-
z.wei. oder mehr, Detektoren konnen: auéh in:den. Ausfﬂhrungen -gemal .«
'Flgur 1 oder 3 verwendet werden. Die konyentionelle - Anordnung ‘zur Be- n
strahlung und Beobachtung des Merolumens 70‘;|st ausgefuhrt wie; in;s,
| 'Flgur1 erortert Merolumen 70~ und H|Ifsfokusl71 smd in, der*belsplelhaft
‘gezelgten Anordnung deckungsglelch eingestellt. Durch andere Positio-
nlgrung der Linsen. 30 —-35 kénnen ;'jed,och gewlnschte Abstande zZwi-
_ sch,é_n Me:l;v‘o,'l'ume.n 70 und Hilfsfokus 71 eingestellt werden.::

_ :Der Hllfsfokus 71 Itegt wiederum-auf, der Grenzflache 62:.zwischen- Sub- -
: strat 60 und Trager 61.. Dle an der Grenzflache 62 reflektierte. Strahlung,; .
wird durch das ObjEkth 32 und den Strahlteiler 41 in Rlchtung der Detek- .
'toren 21, 22 gelenkt. Die Strahlung wird mittels eines weiteren Strahltei-
lers-43 auf die De,,tek_tq.r{en- 21, 22-aufgeteilt. Beiden .Detektoren sind fo- .

kds’s_ierende‘,,«(_).p,tikgn 34,'; 35,.__sow.ie.‘-Blergiq,en'.,vse].,;.«s,z:-vorg,eofdneti;Die .Blen-. .
deﬁ,51 .u;nd{52;sinq§d.ab§i vor bzw. hinter der jeweiligen konfokalen Positi-
on angeordnet; wenn der Hilfsfokus :71. auf. der-Grenzflache 62;liegt. Ver- -
andert sich nunmehr die:relative Lage von Hilfsfokus..71, und Grenzflache -
62 zueinander, so werden die Detektoren 21, 22 gine veranderte Intensi-- .
tatsverteilung des Rickreflexes erfassen.-Abhéngig von der Richtung der -
- Lageénderung des Hilfsfokus.71, Ade.r,in--.Rithung des Substrates 60 oder
dés. Tragers 61 verschoben sein kann,.wird entweder auf dem Detektor 21
oder.dem Detektor 22 eine .erhohte bzw. -erniedrigte Intensitat der aus
dem Hilfsfokus 71.stammenden Strahlung auftreffern. Dementsprechend

kann auf die in Figur 1 beschriebene Suchbewegung verzichtet werden.

Figur 5 zeigt eine weitere Variante der in Figur 2 dargestellten Ausfilhrung

der Erfindung. Die konventionelle Anordnung zur Bestrahiung und Beob-
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achtung des MeBvolumens 70 wurde bereits erértert. MeRvolumen 70 und
Hilfsfokus 71 sind in der beispielhaft gezeigten Anordnung deckungsgleich

eingestellt.- ihre relative :Lage zuéinander kann jedoch durch geeignete
Positionierung der Linse 31 verandert werden. Als Grenzﬂéche 62 dient
nunmehr-der Ubergang zwischen Substrat 60 und angrenzender Luft 63.

Die fir'die. Erzeugung-des MeRvolumens 70 verwendete Optik "32* wird
hinsichtlié‘-h'-"ihfé‘rvi?Numerischeri»’Abeftur' nur teilweise genutzt. Hingégen-
'erfolg't“}‘einé breitere'Ausleuchtung der Optik 32 zur Erzeugung des Hilfsfo-

kus71; Durch:die Blende 53 wird b&i der Abbildung 'des -MeRvolumens 70 i _

- auf dle konfokal angeordnete Blende 50 und ihren: korrespondnerenden" e

" Detektor«20 ébeiifalisidie Numensche Apertur des’ Detektlonsstrahlengan-
ges‘begrenzt. Diesé” Ausfuhrungsform resultiert in einer geringeren Fo- .
kusgrole von:Hilfsfokus 71 im Vergleich zum -MeRvolumen 70. Somit |
kann die Amplltude der - oben - beschnebenen Suchbewegungen des
Hllfsfokus 71 so klem gewahit werden, daR die MeRwertaufnahme aus
.-dem Mef&volumen 70 nahezu: -unbeeinfluBt bleibt und-dennoch’ etwaige -
: Abwelchungen des Hllfsfokus 71'von der’ Grenzﬂache 62 erkannt und kor-
»rlglert werden: kénnien: ’ o ' ' R '

Fig ur -6".zeigt eine- weitere Ausgestaltung. des optischen Aufbaus- zur
- Durchfiihring des effindungsgemaRen Verfahrens in Anlehnung ‘an Figur®
2. -iDie' konventionélle Anordnung ‘zur'Bestrahlung und ‘Beobachtung des
MeRvolumens-70- wurde* bereits:erortert. Als Strahlungsquelle 11 zur Er:
zeugung' des’ Hilfsfokus: 71-wird bevorzugt ein ‘Halbleiterlaser eingesetzt,
dess‘env=A‘usgangsstrahIUng in eine-opfische»Faéer 81 'ein‘gekopp'elt wird.
Der. faseroptische Koppler 42 entspricht dem -Klassischen* Strahiteiler in
Figur 2. Die ‘Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird-in dieser Ausfiihrung in
den Kern einer optischen Faser-8(_) 'ein96koppeit, der die in Figur 2 darge-
stellte Lochblende 51 in ihrer Funktion ersetzt. Nach Passieren des faser-
optischien Kopplers 42 wird die Strahlung mittels optischer Faser 82 auf
einen Detektor 21 geleitet. Die optischen Fasern kénnen Monomode- oder

Multimodefasern sein.
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Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads, die mit den in Ausfithrungsbeispiel 2

genannten Antikérpern versetzt wurden. Die hohe Auﬂésung.f.z.eigt_,“;da&ﬁ
die lokal erhdhte Konzéntration fluoreszenter Antikbrper am Bead sich

deutlich:vom' Hintergrundsignal dér:in:Lésung befindlichen:fluoreszenten. -
‘Antikérper unterscheidet.-Figur 7 b.zeigt die Negéti\"/kohfrolle-fqhne Zusatz -
desersten Antikérpers; so da-der zWeite':-.ﬂuo"r'esz"enzmarkiene»Antikér'perf- *
sich niqht.an das Bead ranlagert und.im.Bild die '=.charakteristische’r“-Rin‘g- ;

strukturerzeugt. - 7 oo o s ol mdn i D T s d

Nachfolgend wird-in. Ausfuhrungsbelsplel 4 elne spez;ﬂsche Ausgestaltung&
:des ‘erfi ndungsgemaﬁen VerfahrenSx sowuenn #\usfuhrungsbelspiel »21e|ne1 3

konkrete biologische Anwendung detailliert dargestellt
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AusthrunqsbeispieI 1.

Das: vorli'eg'ende ‘Ausfuhrungsbeispiel entspricht im wesentlichen dem in
Figur 6. dargestéllten...Aufbau. Als _Strahlungsquellez:‘zdr Erzeugung. dés-
Hilfsfokus 71 wird .ein:Halbleiterlaser:11:mit.einer Leistungvon/3 mW und-.
einer “Wellenlénge‘:rvon- 1780 nm“eingesetzt.. Die::Ausgangsstrahlung. des. -
Lasers 11 wird Uber eine Monomode-Glasfaser 81 zu einem. faseropti--
schen Y-Koppler 42 gefuhrt. Eine weitere Monomode-Glasfaser 80. am

. Ausgang -des: Kopplers,.AZ dient sowohl Zur, Zufuhrung dernStrahlung fris

~

denzHllfsfokus 71 r;als~auch zury konfokalen Detektlon"des amder: Grenzfla=t
che 62 reflektierten Lichtes:

Zur BUhdelung der zugefuhrien bzw. detektierten Strahlung dient ein
Achromat 31 mit eiher Brennweite von 40 mm. Durch Anderung des Ab-
st.and.e's z”wischén dem freien Ende der Faser 80 und dem Achromaten 31
kann d,iej _'Kf;nVérgenz des zum Objektiv 32 gefithrten Stra‘hlenbﬂnd‘els,
und damit.die Lage des Hilfsfokus 71 relativ zum Mefvolumen 70, variiert
werden In der hier beschnebenen Ausfuhrung ist durch eine Verschie-
- bung des Achromaten 31 tber insgesamt 5 mm die Distanz zwischen

MelRvolumen 70 und Hilfsfokus 71 zwischen 0 ym und 100 pm einstellbar.

Das hier eingesetzte Objektiv'32 ist ein Standard-Mikroskopobjektiv mit
40-fac'hér VergréRerung und einer Numerischen Apertur von 1,2. Es ist
auf einem piezoelektrischen Translator montiert, der eine Versch'iebung
des Objektivs entlang der optischen Achse tber eine Strecke von 100 pm
ermaoglicht. Die Grenzfrequenz fur diese Bewegung liegt, bedingt durch
die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob-
jektivs, bei etwa 400 Hz.

Als Grenzfldche 62 wird in dieser beispielhaften Ausfahrung der Ubergang
von einem glasernen Trager 61 (Brechungsindex n; ~ 1.52) zum Substrat

60, das in diesem Fall aus einer waRrigen Suspension von polymeren Ku-
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géln (Brechungsindex n, = 1.33) bestéht, verwendet: Die von‘der Grenz-
flache- 62 reflektierte’ Strahlung wird iiber das Objektiv'32 urid denAchro-
maten’ 31 wiedefum “auf die Faser 80 gelenkt deren: optischer Kern die
Funktuon der'ir-Figlir' 1 bis 5 dargestellten’Lochbleridé 51 ubermmmt also
eine- konfokale Detektion gewahr!elstet Uber dén’ Koppler 42 gelangen
50% der Strahlungslelstung auf den’ Detektor '21, der* als Silizium-
Photodiode mit nachgeschaltetem Trans:mpedanzverstarker (Verstarkung
108 VIAY ausgefuhrt ist. - B ' L

Das AusganQSS|gnal des Detektors 21 wird. uber- emen 94 Blt"Anyang-“'
'Digital-Wandler elnem dlgltalen Slgnalprozessor (DSP) zugefuhrt DleserA' :
DSP steuert tber-einen 14-Bit Dlgltal-Analog Wandler und eirien nachge-
schalteten- Hochspannungsverstarker auch den piezoelektrischen’ Trans-
lator des’ ObjekthS 32. Zur'Steuerurg der Nachfihrung wird' das’ Objektlv
mit'einer typlschen Frequenz von-200 ‘Hz und ‘éiner Amphtude von 0,5 pgm
sinusférmig auf: und abbewegt Ubkr eine zu ‘dieser Suchbewegung syn-

~ chrone. Demodulatlon der vori Detektor 21 aufgenommenen Intensntat
'bestlmmt der DSP dle Rlchtung einer eventuellen Abweichung zwischen -
der F?osutlon der Grenzflache 62 und der (Uber die sinusférmige Bewegu_n_g
zeitlich gemittelten) Position-dés Hilfsfokus 71." Eine ggf- -festgéstélite’ Ab-
we:chung wird . dtirch -eine’ der Slnusbewegung uberlagerte Nachfuhrung
des ijektlvs 32 ausgegllchen S P AR

~In der--konfokalen: MeReinrichtung ‘wird' als - Detéktor -20 gine” aktiv “ge-
quenchte Avalanche Photodiode eingesetzt. Die Lochblende 50 weist ei-
nen Durchmesser von 50 pm auf. Als Strahlungsquelie 10 dient ein He-
Ne-Laser mit:543.nm Ausgangswellenlange dessen’ Ltchtlelstung auf 100
MW abgeschwacht wird. :

Ausfuhrungsbeispiel 2

Im - vorliegenden Ausfithrungsbeispiel werden als Substrat sog. Tenta-
Gel™ - Beads des Typs S PHB-Gly (RAPP Polymere) eingesetzt. Diese
sind konjugiert mit Theophyillinmolekiilen (Aldrich) als Entitaten. Die Bela-
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dung der Beads betragt 9%. 5 mg der Beads werden in-444 pl PBS-Puffer
suspendiert. Als Probentréger werden Lab-Tek Ch;ambered Coverglasses,
#1 Borosilicat, steril, 8-well (Nunc Nalge. International, Lot.Nr. 148116-
0605) verwendet. Als ;erster Antikérper wird ein polyklonaler. Kaninchen
Antu-Theopylhn-Antlkorper (Europa Research, Lot:Nr. 80 17 -15) verwen-
det. Als.zweiter Antikérper dient ein fluoreszenzmarklerter (TRITC Tetra-
methylrhodamln S- (und 6)- lsothlocyanat) Antn Kanmchen -lgG-Antikérper
(DAKO, Lot.Nr. 077(101)). Der Assaypuffer nachfolgend TNT genannt,
setzt sich wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCI
“O 01% Tween-20. .. Wl r e TS g L D sl o

Der Assay Wll'd wie folgt durchgefuhrt 8 pl Beadsuspensnon werden mit
100 pleiner 1:2000 Verdunnung des. ersten Antlkorpers versetzt und fur
30 min. ben Raumtemperatur geschuttelt Es folgt.ein zweimaliger Wasch-
schntt mlt TNT-Puffer (0 01%_Tween-20). 100:;ul- . einer Verdinnung
1 5000 des zwelten Antlkorpers werden, zugesetzt und fur. eine Stunde bei
Raumtemperatur geschuttelt Sodann werden 200 i TNT-Puffer zuge-
setzt et '

ZuAr‘ ‘E,rzgéug_qn;g;des,fs,Anregun}gsstir,a_hl_engange._s' hinsichtlich- des MeRvolu-.
mens70 wird ein HéN‘e'_-Lasgr;n_]i,t einer Emissionswellenidnge von 543 nm
eingesetzt. Als f(jr das Fluoreszenzspektrum von -TRITC geeigneter
BandpaBﬁIter wird detektionsseitig ein BandpaR mit einer mittleren
DurchlaB-Wellenlénge.von 580 nm und einer Halbwertsbrelte von.30 nm

elngesetzt

‘Das Ergebnis des Ausfﬂhrungsbeisbieles 2 ist in den-Figuren 7 a.und b
dargestelit. Die aufgenommenen MeRwerte werden. zunachst einem Bild-
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient, die einzelnen Beads zu
identifizieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen Ausfihrung
wird hierzu die Hough-Transformation verwendet. Im Anschlu@ werden zu
jedem identifizierten Bead diejenigen Meflwerte ermittelt, die Punkte auf
der Beadoberflache kennzeichnen. Hierzu ist es vorteilhaft, a-priori-

Informationen einzusetzen, wie etwa in diesem Fall die Erwartung, da die
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optischen Schnitte durch die Beadoberfliche annahernd kreisférmige
Strukturen ergeben. Im vorliegenden Fall werden, jeweils entlang radial
vom -Zentrum' der ‘identifizierten  Beads ausgehender Suchbahnen’ ‘die

MeRwerte -maximaler- Intensitat. ermittelt. ‘Alternativ - kénrien “in: ‘diesem

Schritt- aus«der Literatur bekannte..Verfahren wie ‘Kantenverstarkung

T

und/oder'Schwellwertanal;ise verwendet werden. - - o e et
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.Patentanspriche: .

1. Verfahren zur optlschen Erfassung mindestens: elner Entitat, wobei

- die mindestens eine-Entit4t auf -und/oder-in elnem -bevorzugt auf- i

- nem Trager (61) beﬁndllchen; Substratv~(60)..ange_ordnet ist, dessen
Breéhungsindex verschieden ist von mindestens einer.an das:Substrat
(60) angrenzenden Komponente,

- die mindestens eine Entitdt mit einem MeRvolumen (70) unter Ver-
wendung mindestens einer konfokalen oder fiir die Méhrphotonenan-
regung ausgelegten: Elnnchtung bestehend aus Strahlungsquelle (10) "
und ‘mindestens elnem Objektiv (32) gescannt wird Unter Erhalt von
Me[&werten optischer Parameter und die MeRBwerte zur Charakterisie-
rung der mindestens einen Entitat mittels Signalverarbeitung bearbeitet
werden, R '

- die mindestens eine Entitat fur die Dauer der Aufnahme der MeBwer’te
lhre Position hinsichtlich. des Substrates (60) und/oder des Tragers

, (61) Im wesentlichen beibehalt,

- vor und/oder wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter
Verwendung mindestens einer Strahlungsquelle (11) und einer Optik
(34) -erzeugt wird, der zumindest teilweise auf der Grenzfliche (6.2)
zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente oder einer
s_onstigen in definierter raumlicher Beziehung zur Entitéat stehenden
Grenzflache (62) liegt,

- ein 'Rﬁckreﬂex aus dem Hilfsfokus (71) von einem konfokal angeord-
neten Detektor (21) oder mehreren Detektoren (21,22), die entlang der
optischen Achse der den Hilfsfokus (71) erzeugenden Optik (34) vor
und/oder hinter der Bildebene angeordnet sind, erfaft wird und zur
Messung der Lage der Grenzflache (62) und somit zurvmittelbaren Po-
sitionierung des MeRvolumens (70) genutzt wird, und

- die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum MeRvolumen (70) definiert

eingestellt ist oder einstellbar ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR der Hilfsfo-
kus (71) mittels derselben Strahiungsquelle (10) und/oder derselben Optik
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(32) erzeugt wird, die auch zur Erzeugung des MeRvolumens (70) dient.

3. Verfahren nach .Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR
die Ausdehnung des konfokal detektierten Volﬁmens des Hilfsfokus (71)
insbesondere in Richtung: der jeweiligen optischen Achsen der Optiken
(32, 34) geringer is_t als die Ausdehnung des Mef3volumens (70).

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet; daR zwecks Er-
zielung der. geringeren: Ausdehinung des-konfokal detektierten: Volumens’
des Hilfsfokus (71 )~'.die'ser ‘mittels: einer.Optik :(34)-1’;mit:1ei.hferi‘Ni’]méri.'s’éhéh"u
Aberturfe’rzeugt wird, die gréRer ist als die Numérisc‘:'he"Aperturdér zur
Erzeugung.des MeRvolumens (70) verwendeten Optik (32).

5_.'_.4'Verfa_hren nach.Anspruch.3, dadurch gekennzeichnet, dall zwecks Er-
zielung dergéringer_en -Ausdehnung des-konfokal.detektierten Volumens
dés Hilfsfokus (71) zur Erzeugung des MeRBvolumens (7'0) ein geringerer-
Téil der NdmériSchen Apertur einer gemeinsamen oder der jeweiligen Op-
 tiken (32, 34).-génutzt“wir'd, als zur Erzeugung des Hilfsfokus (71).: = =* ¢

6. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch .gekennzeichnet, daR zwecks ‘Er-.
zie_ya'lg_rj,ghder‘ geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens:
des Hilfsfokus (71) eine konfokal angeordnete Blende (51) bei der Detek-
-tion ‘des. Hilfsfokus-(7-1). verwendet wird, die eine geringere Offnung-auf- ‘
weist als eine bei der Detektion des MeBvolumens (70) verwendete, kon-
fokal angeordnete Blende (50).

7.-Ve'rfah[gn. nach einem der-Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichriet,
da zur:mittelbaren Positionierung des MeBvolumens (70) die’ Position
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzflache (62) im wesentlichen entlang
der optischen Achse der den Hilfsfokus (71 ) erzeugenden Optik (34) be-
vorzugt periodisch bewegt wird, die Intensitat des Riickreflexes in‘Abhan-
gigkeit von der Bewegung von dem Detektor (21) registriert wird und die
Lage des Hiifsfokus (71) derart nachgerege'lt wird, daR die Intensitat des

Ruckreflexes ihr Maximum erreicht.
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dal® zur mittelbaren Positionierung des. MeRBvolumens (70) die ‘Position
desHiIfsfokus (71) relativ zur .Grenzflache (62) sowohl Iateral zur opti-
schen Achse der den- Hilfsfokus . (71) erzeugenden Optlk (34) als~auch

axial bewegtwird.. .. . el - :

'9. Verfahren ‘nach-Anspruch 7 und/oder-8, dadurch® gekennzeichnet, ‘dalt:
die-Am plitude ‘der-bevorzugt periodischen-. Beweg'ung-’des "Hilfsfokus ’('7'1')x
kleiner. als: oder gleich der.axialen. Ausdehnung des Merolumens (70) |st~ i

fi e sTLO R RRe RO g e e fany S e T e e
10 Verfahren nach.einem der Anspriiche "1 bis "6, dadurch gekennzelch-'
net, dal die Intensitat des Ruckreflexes mittels mindestens zweier De-
tektoren (21, 22) erfalt-wird.und die Lage der-Grenzfidche (62) aus-der’

Vertellung der von den Detektoren (21, 22y erfallten Intensitaten bestimmt

© wird: ' )

11. Verfahrén_‘nabh.einem der Anspriiche 1 bis 10; wobei als optische Pa-
rameter die Streulichtintensitat und/oder die Streulichtintensitét in Abhan-
gigkeit‘von_ der Polarisation und/oder.die Fluoreszenzintensitat bei minde-
stens. einer Wellenlange und/oder die Fluoreszenzintensitat in Abhangig:
keit. von -der: Polarisation .und/oder die. Fiuoreszenzlebensdauer -und/oder
‘molekulare Helligkeiten.und/oder Raman-Streuung und/oder Lumineszenz”

“"".i '

aufgenommen werden.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei mineralische
oder organische Substrate (60), insbesondere polymere Gele, polymere
Partikel,- aus anorganischen Materialien aufgebaute Partikel, - vesikulare-

Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt werden.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei als Entitaten
Molekiile, Molekulkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorgani-
schen Materialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, Zelien,

Bakterien und Viren eingesetzt werden.



* WO 00/37984 PCT/EP99/10142

- 29

‘14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei anhand ,de,r_.op~ .
tischen Parameter ausgewahlte Entitaten und/oder Substrate (60) -wah-
rend oder ,im Anschluf an den Scanvorgang:von den ubngen Entitaten

und/oder Substraten (60) getrennt werden

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1:bis. 14 zur. Anwendung in der
Wirkstoffsuche, der. funktionalen Analyse kombinatoriéch -chemischer oder
kombinatorisch- -biologischer . Syntheseprodukte; - der funktlonalen Genom-

analyse .der evolunven Blotechnologle der Dlagnostlk, cder: Proteom-,,

Analyse oder der Matenaluntersuchung

16. Vornchtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1.mit.
- mmdestens einer - Strahlungsquelle (10), sowie. mindestens. emer konfo- -
| ,‘kalen -oder fur. die. Mehrphotonenanregung .ausgelegten.: Einrichtung
bestehend aus Objektiv (32) und mindestens einem:Detektor (20) zur.
Aufnahme von MeBwerten aus einem Merqumen (70),
- ,_:;mmdestens einer Strahlungsquelle an. sowne mmdestens einer weiter- -
.ren Emnchtung bestehend aus: Objektlv (34) und mlndestens einem |
Detekton (21) Zur. Aufnahme .eings -Ruckreflexes. aus einem Hilfsfokus ..
(71), wobel ein konfokal angeordneter Detektor (21) oder mehrere
- Detektoren (21,22), die.entlang:der optischen Achse der. den Hiifsfokus. -
(71) erzeugenden Optik (34) vor.und/oder -hinter der Blldebene .ange-..
Aqrd.net sind, verwendet werden, NN
- ‘mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Merolumen,,{?O) .
und Hilfsfokus (71) relativ zu eineh Substrat (60) und
- . einer Einrichtung. zur variablen Positionierung des Hilfsfokus (71) rela-

tiv zum MeRvolumen (70). .

17. Vorrichtung zur Durchfilhrung des Verfahrens nach Anspruch 1. mit

- mindestens einer_Strahlungsqqelle (10) sowie mindestens einer konfo-
kalen oder fir die Mehrphotonenanregung ausgelegten Einrichtung -
bestehend aus Objektiv (32) und mindestens einem Detektor (20) zur

Aufnahme von MeRwerten aus einem MeRvolumen (70),
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. mindestens einer Strahlungsquelle (11) sowie mindestens einer weite-
ren ‘Einrichtung bestehend aus Objektiv (34) und mindestens einem

" Detektor (21) zur Aufnahme einés: Rickreflexes aus ‘einem Hilfsfokus

~(71);: wobei éin konfokal angeordneter - Detektor (21) ‘odér mehrere

.Detektoren (21,22), die entlang der optischen Achse der den’Hilfsfokus -
(71) erzeugenden Optik (34) vor und/oder hinter der Blldebene ange-

‘ordhét'sind; verwendet werden, -~ - ¢ T o

- ‘mindestens. einer Einrichtung zur Positionierung von Mef&volumen (70)
. tindh ‘Hilfsfokus (71) rélativ 2 zu einem Substrat (60), :
] ?'wobel der Hllfsfokus (71) relatlv ZUm Me!&volumen (70)"def mert elnge-

e e A g o
ST SRR Y Y Ty ST,

; stellt ist. Lo AR L

18. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet; daf} die Ein-
richtung zurPositioniérung von*MeRvalumen-(70) und Hilfsfokus '(71)'réla-
tivizu ‘einem Substrat (60) Mitte! zur Posmomerung des Hilfsfokus (71) re-

latuv zum ‘MeRvolumen (70) umfaBt

19.:Vorfichtung nach ‘einem der Anspriiche 16 ‘und/oder 18, dadiich ge-
keninzeichinét; 3a6*zur- Erzéugung von: MeRvoldmen<(70) und Hilfsfokus
' (7:1:)' dieselbe Strahlungsquéllé (10) und/oder Optik'(32) verwendet wird. -
© 20> Vorrichtung nach ‘einem ‘dér Anspriiche 16, 18 ‘oder 19, dadurch ge-
kennzeichnet;-daB die’ Einrichtung zur Positioniefung des Hilfsfokus (71)
relativ zum MeBvolumen (70) Mittel zur Einstellung dér relativén Position
der Optiken (32, 34) Zueinander umfat. ' '

21.- Vérrichtung nach einem der Anspriiche 16, 18,19 oder 20, dadurch
gekennzeichnet, daRl die Einrichtung zur Positionierug des Hilfsfokus
(71) relativ zum MeBvolumen (70) Mittel zur Variation der Konvergenz
derjenigen Strahlenbiindel umfaflt, weiche zur Erzeugung des Hilfsfokus '
(71)'und des MeRvolumens (70) von der jewelllgen Optik (32, 34) fokus-

siert werden.

22. Verwendung der Vorrichtung nach einem-der Anspriiche 16 bis 21 in
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der Wirkstoffsuche, der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer
oder kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionélen Ge-
nomanalyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der Proteom-
An'alyse oder der Materialuntersuchung.
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-(57) Abstract: The invention relates to a method for optically de-
tecting at least one entity arranged on a substrate (60). The at least
one entity is scanned with a measuring volume (70) using at least one
radiation source (10) and at least one set of confocal optics (32) or us-
ing a set of optics (32) configured for multi-photon excitation. Said
eatity essentially maintains the same position with regard to the sub-
strate (60) and/or the support (61) for the duration of the recording
of the measured values. An auxiliary focus (71) is generated bef re
and/or during the scanning process while using at least one radiation
source (11) and at least one set of optics (34). Said auxiliary focus
lies at least partially on the contact surface (62) between the substrate

, (60) and the adjacent component or on another contact surface (62)

: located in a defined spatial relationship with regard to the entity. A
retroreflection from the auxiliary focus (71) is detected in a confo-
cal manner by at least one detector (21), is used for measuring the
position of the contact surface (62) and is thus used for indirectly
positioning the measuring volume (70). According to the inveative
method,thepositionoftheauxﬂiaryfoaxs (71) in relation to the mea-
suring volume (70) can be adjusted in a defined manner.

s (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur
optischen Erfassung mindestens einer Entitiit, die anf einem Subst-
rat (60) angeordnet ist. Die mindestens eine Entitit wird mit einem
Messvolumen (70) unter Verwendung mindestens einer Strahlungs-
quelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fiir die Mehr-
photonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Sie behilt fiir

die Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich
des Substrates (60) Vor und/oder des Trigers (61) im wesentlichen
bei.. Vor und/oder wihrend des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus

(71) unter Verwendung mindestens einer Strahtungsquelle (11) und

einerOptik(34)mgt,derzumindmtei]wdscal_1qu

[Fortsetzung auf der nichsten Seite]
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Grenzfliche (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente oder einer sonstigen in definierter riiumlicher Beziehung zur
Entitit stehenden Grenzfliiche (62) liegt. Ein Riickreflex aus dem Hilfsfokus (71) wird von mindestens einem Detektor (21) konfokal
exfasst und zur Messung der Lage der Grenzfliche (62) und somit zur mittelbaren Positionierung des Messvolumens (70) genutzt.
In dem aﬁndungsgemﬁﬂm Verfahren ist die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) definiert einstellbar.
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“&” document member of the same patent family
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Abbildung 1

X DE 197 13 362 A (ZEISS CARL JENA GMBH) - 1,2,16, _
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Abbildungen 1,3 EE
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Tel. (+«31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo n, 2
Fax: (+31-70) 340-3016 - Ciarrocca, M




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT . °

| inte *  ionates Aktenzeichen

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

PCT/EP 99/10142

AL .

Kalegorie®

Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

1 m der Anme]giung erwahnt

WO 95 22058 A (AFFYMAX TECH NV ;STERN

"DAVID (US); FIEKOWSKY PETER (US); TRULSON
M) '17. August 1995 (1995-08-17) - .- :

in der Anmeldung erwahnt

Seite 1, Zeile 22 - Zeile 28 . .
Seite 10 ‘Zeile 34 -Seite 11, Zeile" 6
Abbﬂdung 1A

..Seite 16, Zeﬂe_ 41 —Se1te 18 Zelle 33

Anspruch 1
Us 5 062 715 A (NAKATA TOSHIHIKO ET AL)
5. November 1991 (1991-11-05)

Spalte 6, Zeﬂe 51 -Spalte 8, Zeile'6;
Abbﬂdungen 1,7

PATENT -ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 018, no. 436 (P-1786),

15. August 1994 (1994-08-15)

& JP 06 137864 A (BROTHER IND.LTD),. :
20. Mai 1994 (1994-05-20)

in der Anmeldung erwdhnt

Zusammenfassung

US 5 084 612 A (IWASAKI OSAMU 'ET. AL) -
28. Januar 1992 (1992-01-28)

in der Anmeldung erwdhnt

Spalte 9, Zeile 15 - Zeﬂe 61; Abbﬂdung 1

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 098, no. 004,

31. Marz 1998 (1998-03-31)

& JP 09 325277 A (NIKON CORP),
16. Dezember 1997 (1997-12-16)
in der Anmeldung erwdhnt
Zusammenfassung

US 4 844 617 A (KELDERMAN HERMAN F ET AL)
4. Juli 1989 (1989-07-04) :
Spalte 9, Zeile 34 - Zeile 61; Abbildung. 9

“Spalte 14 Zeile 18 - Zeﬂe 34

W0 92 15034 A (PHOENIX LASER SYSTEMS INC)
3. September 1992 (1992-09-03)
das ganze Dokument

W s Tran et Eevb n om0 L

‘ 1’2’17

16

1,10,17

: 1,7,16
17

©+1;16,17

1,16,17

1,2,7,9

1,7,8,10

M
. . 5.
fhemite s el wemeid w u g e e L eias o we e
A o 16 R




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT [

Angaben zu Verdffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren

fionales Aktenzeichen

PCT/EP 99/10142

im Recherchenbenc .. Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefuhrtes Patentdokument Veréff_entlid‘uung Patenttamilie Verofientlichung .
US 5248876 A 28-09-1993 JP 2047965 C 25-04-1996
. JP 6094641 A 08-04-1994
- JP 7085060 B 13—09-1995»
DE 19713362 A - 01-10-1998 Wo 9844375.A 08-10-1998
EP 0904558 A 31-03-1999
WO 9522058 A 17-08-1995 us 5631734 A 20-05-1997
US 5062715 A | 05-11-1991 JP 2243956 A 28-09-1990
JP 2659429 B 30-09-1997
JP 06137864 A 20-05-1994 KEINE
US 5084612 A 28-01-1992. JP 3251811 A 11-11-1991
JP 2608483 B 07-05-1997
JP 3200915 A 02-09-1991
JP 09325277 A 16-12-1997 KEINE
US 4844617 A 04-07-1989 KEINE
Wo 9215034 A - 03-09-1992 us 5162641 A 10-11-1992
AU 1444492 A 15-09-1992
CA 2104380 A 20-08-1992
.CN 1067573 A 06-01-1993
EP 0572527 A - 08-12-1993
JP 6505657 T 30-06-1994
us 5286964 A 15-02-1994




Ny

“

‘

S
RS

S 9

. 6‘\ ! PATENT COOPERATION TREATY
‘«\ L}é o '.' ‘ 7
Ay . PCT
q\%b INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
0

(PCT Article 36 and Rule 70) 3

hY

3

A-XE3

Applicant’s or agent’s file reference

See Notification of Transmittal of International

992935wo Hi/go FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416)
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/EP99/10142 21 December 1999 (21.12.99) 21 Decembefr)l998 (21.12.98)
International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC « '//\)
o (O
GO02B 21/00 < e ’O
ViERz = %
oy L

Applicant

EVOTEC BIOSYS

This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining
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This REPORT consists of a total of yi sheets, including this cover sheet.

& This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT).

These annexes consist of a total of 9 sheets.

This report contains indications relating to the following items:
1 & Basis of the report

I Priority

111 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

v Lack of unity of invention

v Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;

citations and explanations supporting such statement
VI Certain documents cited

VII Certain defects in the international application

XOO XOOO

VIII Centain observations on the international application
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Date of completion of this report

20 July 2000 (20.07.00) 27 March 2001 (27.03.2001)

Name and mailing address of the IPEA/EP Authorized officer

Facsimile No. Telephone No.
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1. Basis of the report

1. This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response io an invitation
under Ariicle 14 are referred to in this report as “originally filed” and are not annexed to the report since they do not contain amendments.):

D the international application as originally filed.

g the description, pages 1-25 , as originally filed,
pages , filed with the demand,
pages , filed with the letter of s
pages , filed with the letter of
& the claims, Nos. , as originally filed,
Nos. , as amended under Article 19,
Nos. , filed with the demand,
Nos. 1-22 , filed with the letter of 27 January 2001 (27.01.2001)
Nos. , filed with the letter of
& the drawings,  sheets/fig 1/7-717 , as originally filed,
sheets/fig , filed with the demand,
sheets/fig , filed with the letter of s
sheets/fig , filed with the letter of

2. The amendments have resulted in the cancellation of:

D the description, pages
D the claims, Nos.

I:I the drawings,  sheets/fig

3 L—_l This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered
’ to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

4. Additional observations, if necessary:

Form PCT/IPEA/409 (Box 1) (January 1994)
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V.

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1.

Statement
Novelty (N) Claims i, 3 - 21 YES
Claims 2 NO
Inventive step (IS) Claims i, 3 - 21 YES
Claims NO
Industrial applicability (1A) Claims 1 - 21 YES

Citations and explanations

1.

The citations are designated in the sequence in

which they appear in the search report:

Dl1: US-A-5 248 876

D2: DE-A-197 13 362

D3: WO-A-95/22058

D4: US-A-5 062 715

D5: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN for JP-A-06 137 864
D6: US-A-5 084 612

D7: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN for JP-A-09 325 277
D8: US-A-4 844 617

D9: WO-A-92/15034.

For the following reasons, the device of Claim 15

appears to meet the requiiements of PCT Article 33:

In addition to other devices, D1, D2, D4, D7 and D8

describe optical apparatus for scanning objects, two
beam bundles being focused on the object for

D1,

(see,

example, Figure 16). Both a first beam bundle
for measuring purposes and a second beam bundle for
measuring or autofocusing adjustment are focused on

the object by means of a common lens.

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994)
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Internal application No.

PCT/EP 99/10142

2.2

The claimed device differs from this prior art by

the use of a second lens for the second beam bundle.

The other available documents are less relevant
since their optical apparatus scan the object with
one beam that is focused onto the object by one

lens.

Since none of the citations discloses the use of a
second lens for a second beam bundle, it follows
that the claimed device is also not suggested by the

available prior art.

The same observation applies to method Claim 1,

since it contains corresponding features.

For the same reasons as Claim 15, the device of
Claim 17 appears to be novel and non-obvious with

respect to the prior art.

For the following reasons, the device of Claim 16

appears to meet the requirements of PCT Article 33:

D1 and D2 describe devices which record vertical
sections using differently coloured beam sources in
conjunction with a chromatic lens. The beam sources
and chromate determine the spacing between the

vertical sections (see D1, Figure 16; D2, Figure 3).

The device of Claim 16 differs therefrom inter alia
by a variable adjustment of the vertical section

spacing relative to a reference.

The other citations are not concerned with the

recording of vertical sections. In as much as these

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994)
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citations describe autofocusing systems, the aim
appears to be the placing of the volume to be

measured exactly in the autofocusing plane.

4.4 Since none of the available prior art documents
discloses or proposes the possibility of variable
adjustment between the vertical section layers, the
device of Claim 16 can be considered non-obvious

with respect to the available prior art.

4.5 This observation applies similarly to the second
alternative of method Claim 2, which is mentioned in
the final paragraph, provided that the term
“adjustable” is interpreted as “variably adjustable”

in the sense of the device claim.

5. The first alternative of Claim 2, which is defined
in the final paragraph, does not meet the novelty

requirements of PCT Article 33.

5.1 Figure 16 and the associated description in D1
disclose a method of optically determining an
object, wherein:

* an object (538) is disposed on a carrier (120);
* the object is scanned by a lens (532) using a
confocal arrangement (see arrow (54));

* the object is a semiconductor element, for
example, and thus maintains its position for the
duration of the measurement (see column 3, paragraph
6);

* during the scanning process, a second focus is
generated using the lens (see first focus with red
filtered light and second focus with blue filtered
light) which lies in another relation to a contact

surface of the object (whatever the other

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994)
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Internati pplication No.

PCT/EP 99/10142

[ .

a

relationship is):

* the red light being collimated by a first lens
system (554) and the blue light being collimated by
a second lens system (524);

* a back reflex from the second focus being detected
by a detector with a confocally disposed diaphragm
(see element (540)) and being used to measure the
position of a contact surface, such as for example
the surface of the semiconductor element (see the
figure); and

* the position of the second focus being adjusted
relative to the volume to be measured (set by the

choice of colour filters).

As an alternative to a light source with colour
filters, D1 discloses the use of a plurality of
monochromatic light sources (see column 14, lines 46
to 50).

"Thus the first alternative of Claim 2 is not novel

since each feature has a counterpart in DIl.

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994)
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'VIII. Certain observations on the international application

[The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully
lsupported by the description, are made:

1. The application contains some unclear points and

therefore does not comply with PCT Article 6.

1.1 The embodiment in Figure 1 no longer appears to be
covered by the claims. This inconsistency gives rise

to uncertainty as to the claimed subjects.

1.2 The variable adjustment of the spacing of the
vertical section relative to a reference which is
scanned by the auxiliary focus is only
insufficiently defined by the term “adjustable” in
the independent method claims. It would be more
appropriate to use a term such as “variably

adjustable” in accordance with the device claims.

1.3 The reference in the independent method claims to a
component adjoining the substrate without defining
it further gives rise to uncertainty as to which

surface is used as the reference.

It cannot be discerned which contact surface could
be intended by the reference to “another contact

surface in a defined spatial relationship”.

Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994)
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The undersigned requests that the present
. international application be processed
according to the Patent Cooperation Treaty.

. FOT receiving Office use only

International Application No.

Intemational Filing Date

Name of receiving Office and “PCT International Application”

Applicant’s or agent’s file reference
(if desired) (12 characters maximum)

Box No. I TITLE OF INVENTION

Scanning Microscopic Method Having High Axial Resolution

Box No. II APPLICANT

Name and address: (Family

The address must include postal code and name of country. The coun

EVOTEC BIOSYSTEMS AG
Schackenburgallee 114
22525 Hamburg

Germany

name followed by given name;Thfor a legal entity, full official designation.
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

ry of the address indicated in this L__I This person is also inventor.

Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

State (that is, country} of resid&necr@r:n any

State (that is, country) of nationalité:
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This person is applicant all designated
for the purposes of: D States

all designated States except
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the Supplemental Box
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of America only

BoxNo.IIl FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
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D applicant only
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D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.
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[X] agent

D common representative

Name and address: ﬁami A
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MEYERS, Hans-Wilhelm
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b CU Cuba ... [0 PL Poland ... .cvvvnnenimnianeeecanns
O CZ CzechRepublic ....................... [0 PT Portugal ......ocoeoevommnnmmmmmonnmnenn.
O DE Gemmany ......... .. ccocuaeeimnencns: [0 RO Romania
O DK Denmark .. ........ ... .ooetiennnn. {1 RU Russian Federation . ................... .
[0 EE Estonia ............ouvieeiieenenns [0 SDP Sudan
O ES Spain ..........coiieiimnrrannennns [0 SE Sweden
O FI Finland.............co ot [0 SG Singapore
0 GB United Kingdom O3 ST SIoVEMa .. ..oonvnvenaninenaeaees
O GD Grenada [0 SK Slovakia .........oovernenmunnnanannmenns
O GE Georgia........c.....oovovnhninnns [] SL Sierraleone................ccoovveoeonn.
O GH Ghana................oooenieeen [J TJ Tajikistan..........oooeoeuenmnooonomnnns
O em Gamtfla [0 TM Turkmenistan ............... .. ..c.ocoo...
O HR Croatia . . ..., Cd TR Turkey .. o oooiiiaeaeaaanas
00 HU Hungary ..............cooenhoinenn. O TT Trinidadand Tobago ................ ... ..
O ID Indonesia D0 UA UKINE .. .ooeemnnaeaaeeeeeeeeeeene.
O IL Israel ... [0 UG Uanda ...
O IN India...........ciiiiinenenannts [X] US United Statesof America ... .................
O IS Ieeland e
B JP Japan ... ] UZ Uszbekistan ...........covvrrunnaaeeoion .
O KE Kenya.......... ... ciiiiinennn... £ VN VIt NAm . ..o e
O KG Kyrgyzstan ... ..o . O YU Yugoslavia .. ... ....oooeiiiaiiianens,
O KP Democratic People’s Republic of Korea [0 ZA SouthAfrica......

----- O ZW Zimbabwe ........... ... an.n
0 KR RepublicofKorea ..................... Check-boxes reserved for designating States which have
[0 KZ Kazakhstan ... ...........c.oouoooue... become party to the PCT after issuance of this sheet:
[0 LC SaintLucia O e
[J LK SriLanka 1 [ R

Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all other

designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being excluded

from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that any

designation which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn bythe applicant

at the expiration of that time limit. (Confirmation of a designation consists of the filing of a notice specifying that designation and the payment of
the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time limit)

Form PCT/RO/101 (second sheet) (July 1999) See Notes to the request form
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SheetNo. ....... ]

Supplemental Box If the Supplemental Box is not used, this sheet should not be included in the request.

1. If inany of the Boxes, the space is ipsuiﬁcient to furnish all the information: in such case, wrile “Continuation of Box No. ..."
[indicate the number of the Box] and furnish the information in the same manner as required according to the captions of the Box inwhich
the space was insufficient, in particular:

(i) ifmorethantwo personsareinvolved as applicants and/or inventors andno “continuation sheet” is available: in such case, write
“Continuation of Box No. Il ” and indicate for each additional person the same type of information as required in Box No. Ill. The
go;m tryofthe address indicated in this Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated

elow;

(ii) if, in Box No. Il or in any of the sub-boxes of Box No. ITI, the indication “the States indicated in the Supplemental Box” is checked:
in such case, write “Continuation of Box No. II"” or “Continuation of Box No. Ill” or “Continuation of Boxes No. Il and No. IIl'”
(as the case may be), indicate the name of the agflicant(s) involved and, next to (each) such name, the State(s) (and/or, where
applicable, ARIPO, Eurasian, European or OAPI patent) for the purposes of which the named person is applicant;

@iii) if; in Box No. Il or in any of the sub-boxes of Box No. III, the inventor or the inventor/applicant is not inventor for the purposes
of all designated States or for the purposes of the United States (I)j "America: in such case, write “Continuation of Box ﬁo. f " or
“Continuation of Box No. Ill " or "gzntinuation of Boxes No. I and No. Il ”‘Ias the case may be), indicate the name of the
inveritor(s) and, next to (each) such name, the State(s) (and/or, where applicable, ARIPO, Eurasian, Europeanor OAPIpatent) for

the purposes of which the named person is inventor;

(iv) if; in addition to the agent(s) indicated in Box No. IV, there are further agents: in such case, write “Continuation of Box No.IV”
and indicate for each further agent the same type of information as required in Box No. IV

(v) if,inBox No. V, the name of any State (or OAPI) is accompanied by the indication “'patent of addition, ” or “certificate ofaddition,”
or if, in Box No. V, the name of the United States of America is accompanied by an indication “continuation’’ or “continuation-
in-part”: in such case, write Continuation of Box No. V* and the name of each State involved (or OAPI), and after the name of
each such State (or OAPI), the number of the parent title or parent application and the date of grant of the parent title or filing
of the parent application;

(vi} g in Box No. VI, there are more than three earlier applications whose priority is claimed: in such case, write “Continuation aof
ox No. VI” and indicate for each additional earlier application the same type of information as required in Box No. VI;

(vii) if, in Box No. VI, the earlier application is an ARIPO application: in such case, write “Continuation of Box No. V1", specify the

number of the item corresponding to that earlier application and indicate at least one country party to the Paris Convention for
the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed.

2. If, with refgrd to the precautionary designation statement containedin Box No. V, the applicant wishes to exclude any State(s) from
the scope of that statement: in such case, write “Designation (s) excluded from precautionary designation statement” and indicate the
name or two-letter code of each State so excluded.

3. Iftheapplicant claims, in respect of any designated Office, the benefits of provisions of the national law concerning non-prejudicial

disclosures or exceptionstolack of novelty: in such case, write “Statement concerning non-prejudicial disclosures or exceptions to lack
of novelty” and furnish that statement below.

Continuation of Box No. IV

von Kreisler, Alek
Selting, Glnther
Werner, Hans-Karsten
Fues, Johann F.
Dallmeyer, Georg
Hilleringmann, Jochen
Jonsson, Hans-Peter
Meyers, Hans-Wilhelm
Weber, Thomas
Helbing, Jérg

P.O. Box 10 22 41
50462 Kéin
Germany

Form PCT/RO/101 (supplemental sheet) (July 1998; reprint July 1999) See Notes to the request form
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SheetNo. .......
Box No. VI PRIORITY CLAIM [T Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.
Filingdate ¢ lNumbel‘ ) Where earlier application is:
Of(zgl;go:‘;gg)‘;‘f;)on of earlier application national application: | regional application:* | international application:
country regional Office receiving Office

item (1)

December 21, 1998 60/113,478 USA
item (2)

December 21, 1998 98 124 314.0 Europe
item(3)

December 21, 1998 198 60 549.8 Germany

D The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy
of the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s):

* Where the earlier application is an ARIPO application, it is mandato?' to indicate in the Su;:flemental Box at least one country party to the Paris
Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4.10(b)(ii)). See Supplemental Box.

Box No. VI INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) Request to use results of earlier search; reference to that search (ifan earlier
(if two or more International Searching Authorities are | search has been carried out by or requested from the International Searching Authority):
competent to carry out the international search, indicate

the Authority chosen; the two-letter code may be used): Date (day/monthiyear) Number Country (or regional Qffice)

ISA /

Box No. VI CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This international application contains | This international application is accompanied by the item(s) marked below:

the following number of sheets: .
1.3 fee calculation sheet

request -4 5 te signed £ att

description (excluding - [ scparate signed power of attormey

sequence listing part) 125 3.3 copy of general power of attorney; reference number, if any:

claims 16 4. [ statement explaining lack of signature

abstract 5. priority document(s) identified in Box No. VI as item(s):

drawings 17 6. [] translation of international application into (language):

Z‘;%‘;Z‘;i;lt‘iit;ng part 7. [J separate indications concerning deposited microorganism or other.biological material
8. [ nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form

Total number of sheets : 43 9. [ other (specify):

Figure of the drawings which Language of filing of the
should accompany the abstract: 3 international application: German

BoxNo.IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

Next 1o each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the reguest).

For receiving Office use only

1. Date of actual receipt of the purported 2. Drawings:
international application:
3. Corrected date of actual receipt due to later but D received:

timely received papers or drawings completing
the purported international application:

4. Date of timely receipt of the required ived:
corrections under PCT Article 11(2): D not received:

S. International Searching Authority 6. T ittal
(if two or more are competent): ISA / D unntlilissl;umh ?é'es ic:;’cat;(;:‘opy delayed

For International Bureau use only

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 1998; ; reprint July 1999) See Notes to the request form
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VERTRA.BER DIE INTERNATIONALE Zl‘wMENARBEIT
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS

PCT

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT)

Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts WEITERES siehe Mitteilung iber die Ubermitttung des internationalen
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit
992935woMegn VORGEHEN zutreftend, nachstehender Punkt 5
Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum (Frdhestes) Prioritdtsdatum (Tag/Monat/Jahr)
(Tag/Monat/Jahr)
PCT/EP 99/ 10142 21/12/1999 21/12/1998
Anmelder

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al.

Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder geman
Artikel 18 Ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Blro Gbermittelt.

Dieser internationale Recherchenbericht umfait insgesamt 4 Bléatter.
Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei.

1. Grundlage des Berichts
a. Hinsichttich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist.
Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behérde eingereichten Ubersetzung der internationalen
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgeflihrt worden.

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das

in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist.

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist.
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist.

bei der Behdrde nachtréglich in computerlesbarer Form einge[eiéht worden ist.

--Die Erkl&rung, daf3 das nachtréglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Gber den Offenbarungsgehalt der
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt.

Die Erkldrung, daf die in computerlesbarer Form erfaten Informationen dem schrifilichen Sequenzprotokoll entsprechen,
wurde vorgelegt.

Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I).
Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II).

0 O I |

4. Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung
[]  wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. .
wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt:

POSITIONIERUNG DES MESSVOLUMENS IN EINEM SCANNING-MIKROSKOPISCHEN VERFAHREN

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt.

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld lif angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der
Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen.

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroéftentlichen: Abb. Nr. __3
m wie vom Anmelder vorgeschlagen D keine der Abb.
D weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat.
D weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet.

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998)



nternationales Aktenzeichen

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 99/10142

Feld lii WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1)

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer
Entitdt, die auf einem Substrat (60) angeordnet ist. Die mindestens eine
Entitdt wird mit einem Messvolumen (70) unter Verwendung mindestens einer
Strahlungsquelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fir die
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Sie behdlt fiir die
Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates
(60) und/oder des Trigers (61) im wesentlichen bei. Vor und/oder wahrend

des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (71) unter Verwendung mindestens

einer Strahlungsquelle (11) und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest
teilweise auf der Grenzfldche (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender
Komponente oder einer sonstigen in definierter raumlicher Beziehung zur
Entitdt stehenden Grenzfldache (62) liegt. Ein Rickreflex aus dem Hilfsfokus
(71) wird von mindestens einem Detektor (21) konfokal erfasst und zur Messung
der Lage der Grenzflidche (62) und somit zur mittelbaren Positinierung des
Messvolumens (70) genutzt. In dem erfindungsgemidBen Verfahren ist die Position
des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen ?70) definiert einstellbar.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1998)



atlonales Aktenzeichen

INTERNATIONAL*ECHERCHENBERICHT
CT/EP 99/10142 '

A. KLASSIFIZIERUNG DE 0A(SIMELDUNGSGEGENSTANDES

IPK 7 G02B21

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

8. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchiertar Mindastpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 7 GOZB

Recherchierte aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Waéhrend der internationalen Recherche konsuitierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritfe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X ‘// US 5 248 876 A (KERSTENS PIETER J ET AL) 1,2,10,

i 28. September 1993 (1993-09-28) 17
A 16

Spalte 4, Zeile 27 -Spalte 5, Zeile 19;
Abbildung 1

X DE 197 13 362 A (ZEISS CARL JENA GMBH) 1,2,16,
1. Oktober 1998 (1998-10-01) 17
Spalte 4, Zeile 5 - letzte Zeile;
Abbildungen 1,3

-/—-

Waeitere Veardffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu E Siehe Anhang Patentfamilie
entnghmen
° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen "T" Spétere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum

agw . : p - oder dem Prioritdtsdatum veréffentlicht worden ist und mit der
A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist ¢ ~ X ?
. . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
"E" &lteres Dokument, das jadoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldadatum verdffentlicht worden ist “X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung

"L" Verbdftentlichung, die geeignet ist, einen Priontatsanspruch Zwaeifelhaft er— kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdifentlichungsdatum ainer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recheychenbencht genannten Verdffentlichung belegt we!'den “Y* Varéflantlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet

— au%gefuhrt) o . o warden, wenn die Veréftentlichung mit einer oder mehreren anderen

O" Verdffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, ) Veréffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maf3nahmen bezieht diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist

"P* Vardffentlichung, die vor dem intamationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Pricritatsdatum verdffentlicht worden ist “&" Verdttentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
12. April 2000 19/04/2000
Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde Bevollméchtigter Bediensteter

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rljswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, .
Fax: (+31-70) 340-3016 Ciarrocca, M

Fomblatt PCTASA/210 (Blatt 2) (Jull 1992)
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T/EP 99/10142

INTERNATIONALiECHERCHENBERICHT P
ationales Aktenzeichen
C

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X U

"

//>wo 95 22058 A (AFFYMAX TECH NV ;STERN
DAVID (US); FIEKOWSKY PETER (US); TRULSON
M) 17. August 1995 (1995-08-17)

// in der Anmeldung erwahnt

Seite 1, Zeile 22 - Zeile 28

Seite 10, Zeile 34 -Seite 11, Zeile 6;
Abbildung 1A

Seite 16, Zeile 41 -Seite 18, Zeile 33
/ Anspruch 1

US 5 062 715 A (NAKATA TOSHIHIKO ET AL)
5. November 1991 (1991-11-05)
in der Anmeldung erwdhnt

Spalte 6, Zeile 51 -Spalte 8, Zeile 6;
Abbildungen 1,7

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 018, no. 436 (P-1786),

15. August 1994 (1994-08-15)

& JP 06 137864 A (BROTHER IND LTD),
20. Mai 1994 (1994-05-20)

in der Anmeldung erwdhnt
Zusammenfassung

~US 5 084 612 A (IWASAKI OSAMU ET AL)
28. Januar 1992 (1992-01-28)
in der Anmeldung erwdhnt
Spalte 9, Zeile 15 - Zeile 61; Abbildung 1

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 098, no. 004,

31. Mdrz 1998 (1998-03-31)

& JP 09 325277 A (NIKON CORP),
16. Dezember 1997 (1997-12-16)
in der Anmeldung erwahnt
Zusammenfassung

US 4 844 617 A (KELDERMAN HERMAN F ET AL)
4. Juli 1989 (1989-07-04)

/ Spalte 9, Zeile 34 - Zeile 61; Abbildung 9
Spalte 14, Zeile 18 - Zeijle 34

WO 92 15034 A (PHOENIX LASER SYSTEMS INC)
3. September 1992 (1992-09-03)
das ganze Dokument

1,2,17

16

1,10,17

16

1,7,16,
17

1,16,17

1,16,17

1,2,7,9

1,7,8,10

Fomblatt PCTA

SA/210 (Fortsezung von Blatt 2) (Juli 1992)
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TIONAL SEARCH REPORT

INT A
ation on patent family members

' '(;T/

tional Application No

EP 99/10142

Patent document Publication Patent family Pubtication

cited in search report date member(s) date

US 5248876 A 28-09-1993 JP 2047965 C 25-04-1996
JP 6094641 A 08-04-1994
JP 7085060 B 13-09-1995

DE 19713362 A 01-10-1998 WO 9844375 A 08-10-1998
EP 0904558 A 31—03f1999

WO 9522058 A 17-08-1995 us 5631734 A 20-05-1997

US 5062715 A 05-11-1991 JP 2243956 A 28-09-1990
JP 2659429 B 30-09-1997

JP 06137864 A 20-05-1994 NONE

US 5084612 A 28-01-1992 JP 3251811 A 11-11-1991
JP 2608483 B 07-05-1997
JP 3200915 A 02-09-1991

JP 09325277 A 16-12-1997 NONE

US 4844617 A 04-07-1989 NONE

WO 9215034 A 03-09-1992 us 5162641 A 10-11-1992
AU 1444492 A 15-09-1992
CA 2104380 A 20-08-1992
CN 1067573 A 06-01-1993
EP 0572527 A 08-12-1993
JP 6505657 T 30-06-1994
us 5286964 A

15-02-1994

Form PCT/1SA/210 (patent family annax) (July 1992)
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VERTRAG UBER’E INTERNATIONALE ZUSATR® EN
GEBIET DES PATENTWESENS ,

PCT

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT |
(Artikel 36 und Regel 70 PCT)

Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts siehe Mitteilung tber die Ubersendung des intemationalen
992935wo Hi/go WEITERES VORGEHEN  vonaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416)
Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr)| Prioritdtsdatum (Tag/Monat/Tag)
PCT/EP99/10142 21/12/1999 21/12/1998

Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK

G02B21/00 )

Anmelder

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al.

1. Dieser internationale voridufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prifung beauftragten
Behorde erstellt und wird dem Anmelder geman Artikel 36 abermittelt.

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlie3lich dieses Deckblatts.

X AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Bléatter mit Beschreibungen, Anspriichen
und/oder Zeichnungen, die gedndert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser
Behérde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT).

Diese Anlagen umfassen insgesamt 9 Blatter.

3. Dieser Bericht enthélt Angaben zu folgenden Punkten:

I X Grundlage des Berichts
I O Prioritat
1l O Keine Erstellung eines Gutachtens Uber Neuheit, edinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit
Iv. O Mangelnde Einheitlichkeit der-Erfindung
v [ Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung
vi O Bestimmte angefuhrte Unterlagen
il O Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung
vin X Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung
Datum der Einreichung de§ Antrags Datum der Fertigstellung dieses Berichts
20/07/2000 27.03.2001
Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorldufigen Bevollméachtigter Bediensteter
Prifung beauftragten Behdrde:
Européisches Patentamt
Q) D-80298 Miinchen Thieme, W
Tel. 449 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d

Fax: +49 89 2399 - 4465 Tel. Nr. +49 89 2389 2597

Formblatt PCTAPEA/409 (Deckblatt) {Januar-1994) SR



INTERNATIONALER VORLAUFIGER
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10142

I. Grundlag des B richts

1. Dieser Bericht wurde erstelit auf der Grundiage (Ersatzblétter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "urspriinglich eingereicht” und sind ihm
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.):

Beschreibung, Seiten:

1-25 ursprungliche Fassung

Patentanspriiche, Nr.:

1-22 eingegangen am 27/01/2001 mit Schreiben vom  18/01/2001

Zeichnungen, Blatter:

1/7-7/7 urspriingliche Fassung

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behdrde in der Sprache, in der
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfligung oder wurden in dieser eingereicht, sofern
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist.

Die Bestandteile standen der Behdrde in der Sprache: zur Verfigung bzw. wurden in dieser Sprache
eingereicht; dabei handelt es sich um

[0 die Sprache der Ubersetzung, die fiir die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach
Regel 23.1(b)).

O die Verodfientlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)).

O die Sprache der Ubersetzung, die fiir die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prifung eingereicht worden
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3).

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die
internationale vorlaufige Prifung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefihrt worden, das:

in der internationalen Anmeldung in schrifticher Form enthalten ist.

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist.
bei der Behdrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist.

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist.

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Gber den

a
(]
O
a
|
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt.
(]

Die Erklarung, daf die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt.

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen:

Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder 1-VII, Blatt 1) (Juti 1988)



INTERNATIONALER VORLAUFIGER

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10142
[0 Beschreibung, Seiten:
[0 Anspriiche, Nr.:
0 Zeichnungen, Blatt:

5. [0 Dieser Bericht ist ohne Beriicksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den

angegebenen Griinden nach Auffassung der Behérde tber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)).

(Auf Ersatzblétter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht
beizufiigen).

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen:

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Téatigkeit und der
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung

1. Feststellung

Neuheit (N) i Ja: Anspriiche 1,3-21
Nein: Anspriche 2

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspriche 1,3-21
Nein: Anspriiche

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspriche - 1-21
Nein: Anspriche

2. Unterlagen und Erklarungen
siehe Beiblatt

VIll. Bestimmte Bémerkungen zur internationalen Anmeldung

Zur Klarheit der Patentanspriiche, der Beschreibung und der Zeichhungen oder zu der Frage, ob die Anspriche
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden, ist folgendes zu bemerken:
siehe Beiblatt

Formblatt PCTAPEA/409 (Felder I-VIII, Blatt 2) (Juli 1998)
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Zu Punkt V
Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der
erfinderischen Titigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und

Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung

1. Die Entgegenhaltungen sind in der im Recherchenbericht angegebenen
Reihenfolge bezeichnet:

D1 US, 5248 876, A

D2 DE, 197 13362, A

D3 WO, 9522 058, A

D4 US,5062715,A

D5 PATENT ABSTRACTS OF JAPAN zu JP, 06 137864, A
D6 US,5084612, A

D7 PATENT ABSTRACTS OF JAPAN zu JP, 09 325277, A
D8 US,4844617,A

D9 WO, 92 15034, A

2. Die Vorrichtung von Anspruch 15 scheint aus folgenden Grinden den Kriterien
des Art.33 PCT zu geniigen:

2.1 Die Dokumente D1, D2, D4, D7 und D8 beschreiben neben anderen
Vorrichtungen optische Gerate zur Abtastung von Objekten, wobei zwei
Strahlenbiindel auf das Objekt fokussiert werden (siehe beispielsweise D1, Figur
16). Sowohl ein erstes Strahlenbiindel zur Messung als auch ein zweites
Strahlenbindel zur Messung bzw. Autofokuseinstellung werden durch ein

. gemeinsames Objektiv auf das Objekt fokussiert.

2.2 Von diesem Stand der Technik unterscheidet sich die beanspruchte Vorrichtung
durch die Verwendung eines zweites Obijektivs fur das zweite Strahlenbindel.

2.3 Die anderen verfugbaren Dokumente sind von geringerer Relevanz, weil deren
optische Gerate das Objekt mit einem Strahl abtasten, der durch ein Objektiv auf
das Objekt fokussiert wird.

e T R

Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blati 1) (EPA'-April 1997)
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2.3 Da keines der zitierten Dokumente die Verwendung eines zweiten Objektivs fur
ein zweites Strahlenbiindel offenban, folgt, dass die beanspruchte Vorrichtung
durch den verfugbaren Stand der Technik auch nicht nahegelegt ist.

2.4 Die gleiche Betrachtung trifft auf den Verfahrensanspruch 1 zu, weil er
korrespondierende Merkmale enthalt.

3. Die Vorrichtung von Anspruch 17 scheint aus den gleichen Granden wie Anspruch
15 gegenitiber dem Stand der Technik neu und nicht-offensichtlich zu sein.

4. Die Vorrichtung von Anspruch 16 scheint aus folgenden Grinden den Kriterien
des Art.33 PCT zu genugen:

4.1 Die Dokumente D1 und D2 beschreiben Vorrichtungen, die durch die Verwendung
von Strahlquellen unterschiedlicher Farbe in Verbindung mit einer chromatischen
Linse Héhenschnitte aufzeichnen. Die Strahlquellen und der Chromat legen den
Abstand der Hohenschnitte fest (siehe D1, Figur 16; siehe D2, Figur 3).

4.2 Davon unterscheidet sich die Vorrichtung von Anspruch 16 unter anderem durch
eine variable Einstellung des Abstands des Héhenschnitts zu einer Referenz.

4.3 Die weiteren zitierten Dokumente befassen sich nicht mit der Aufzeichnung von
Hohenschnitten. Soweit Autofokussysteme in diesen Entgegenhaltungen
beschrieben sind, scheint es das Ziel zu sein, das Messvolumen exakt in die
Autofokusebene zu legen.

4.4 Da keines der Dokumente des verfugbaren Stands der Technik eine variable
Einstelimoéglichkei zwischen den Lagen der Héhenschnitte offenbart oder
vorschlagt, folgt daraus, dass die Vorrichtung von Anspruch 16 als nicht-
offensichtlich gegentiber dem verfugbaren Stand der Technik angesehen werden
kann.

P B R T L oo S
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4.5 Diese Betrachtung trifft in gleicher Weise auf die zweite Alternative des
Verfahrensanspruchs 2 zu, welche im letzten Absatz genannt ist; vorasugesetzt,
dass man den Term "einstellbar" als "variabel einstellbar" im Sinn des
Vorrichtungsanspruchs interpretiert.

5. Die erste Alternative von Anspruch 2, welche im letzten Absatz definiert ist,
genlgt nicht den Kriterien des Art.33 PCT an die Neuheit.

5.1 Das Dokument D1 offenbart in Figur 16 und der zugehdrigen Beschreibung ein
Verfahren zur optischen Erfassung eines Objekts, wobei
* ein Objekt 538 auf einem Trager 120 angeordnet ist;
* das Objekt unter Verwendung einer konfokalen Einrichtung mit einem Objektiv
532 gescannt wird (siehe Pfeil 54);
* das Objekt beispielsweise ein Halbleiterelement ist und somit fur die Dauer der
Messung ihre Position beibehilt (siehe Spalte 3, Absatz 6),
* wahrend des Scanvorgangs ein zweiter Fokus unter Verwendung des Objektivs
erzeugt wird (siehe erster Fokus mit rot gefiltertem Licht und zweiter Fokus mit
blau gefiltertem Licht), der in einer sonstigen Beziehung zu einer Grenzflache des
Objekts liegt (was auch immer die sonstige Beziehung ist);
* wobei das rote Licht von einer ersten Optik 554 und das blaue Licht von einer
zweiten Optik 524 kollimiert wird;
* ein Ruckreflex aus dem zweiten Fokus von einem Detektor mit einer konfokal
angeordneten Blende erfasst wird (siehe Element 540) und zur Messung der Lage
einer Grenzflache wie beispielsweise der Oberflache des Halbleiterelements
genutzt wird (siehe die Figur); und wobei
* die Position des zweiten Fokus relativ zum MeBvolumen eingestellt ist (bedingt
durch die Wahl der Farbfilter).

Alternativ zu einer Lichtquelle mit Farbfiltern ist in Dokument D1 die Verwendung
von mehreren monochromatischen Lichtquellen offenbart (siehe Spalte 14, Zeilen
46 bis 50).

Somit ist die erste Alternative von Anspruch 2 nicht neu, weil sich fir jedes
Merkmal ein Gegenstiick im Dokument D1 findet.

Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997)



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/10142
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT

Zu Punkt Vil
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung

1. Die Anmeldung enthalt einige Unklarheiten und geniigt deshalb nicht Art.6 PCT.

1.1 Das Ausfiuhrungsbeispiel der Figur 1 scheint nicht mehr von Anspruchen
abgedeckt zu sein. Diese Inkonsistent fihrt zu Unklarheit Gber die beanspruchten
Gegenstande.

1.2 Die variable Einstellung des Abstands des Héhenschnitts zu einer Referenz, die
vom Hilfsfokus abgetastet wird, wird durch den Ausdruck "einstellbar" in den
unabhangigen Verfahrensansprichen nur unzureichend definiert. Es wére

- zutreffender in Anlehnung zu den Vorrichtungsansprichen einen Ausdruck wie
"variabel einstellbar" zu verwenden.

1.3 Die Bezugnahme in den unabhangigen Verfahrensanspriichen auf eine an das
 Substrat angrenzende Komponente ohne weitere Definition 1aBt im Unklaren,
welche Flache als Referenz verwendet wird.

Es ist nicht erkennbar, welche Grenzflache durch die Bezugnahme auf "eine
sonstige in definierter raumlicher Beziehung ... stehenden Grenzflache" gemeint
sein konnte.

e D et tee. bt geen i e ARE
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Anspriiche

1. Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitdt, bei der es
sich um Molekiie, Molekilkomplexe, Polymere, polymeré Partikel, aus
anorganischen ' Materialien aufgebaute Partikel, vesikuldre Strukturen,
Zellen, Bakterien oder Viren handelt, wobei
- die mindestens eine Entitdt auf und/oder in einem, bevorzugt auf

einem Trager (61) befindlichen, Substrat (60) angeordnet ist, dessen
Brechungsindex verschieden ist von mindestens einer an das Substrat
(60) angrenzenden Komponente, :

- . die mindestens eine Entitdt mit einem Messvolumen (70) unter Ver-

" wendung mindestens einer konfokalen oder 'fﬁr die Mehrphotonenan-
regung ausgelegten Einrichtung, bestehend aus einer ersten Strah- -
"lungsquelle (10) und mindestens einem ersten Objektiv (32), unter
Erhalt von Messwerten optischer Parameter gescannt wird und die
Messwerte zur Charakterisierung der mindestens einen Entitit mittels
Signalverarbeitung bearbeitet werden, '

- die mindestens eine Entitdt fir die Dauer der Aufnahme der Mess-
werte ihre Position hinsichtlich des Substrates (60) und/oder des Tra-
gers (61) im wesentlichen beibehalt, -

- vor und/oder wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter
Verwendung mindestens einer zweiten Strahlungsquelle- (11) und

- -eines -zweiten Objektivs (34) erzeugt wird, der zumindest teilweise
auf der Grenzflache (62) zwischén Substrat (60) und angrenzender
Komponente oder einer sonstigen in definierter raumlicher Beziehung
zur Entitadt stehenden Grenzfidche (62) liegt, '

- die von der ersten Strahlungsquelle (10) erzeugte Strahlung durch
eine ‘erste Optik (33) kollimiert wird und die von der zweiten Strah-




Verfahren - zur optischen Erfassung mindestens einer Entitdt, bei der es.
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lungsquelle (11) efzeugte Strahlung durch eine hiervon verschiedene
zweite Optik (31) kollimiert wird,

ein Rickrefiex aus dem Hilfsfokus (71) von einem Detektor (21) mit
einer konfokal angeordneter Blende (51) oder von mehreren Detek-
toren (21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71)
erzeugenden Objektivs (34) vor und/oder hinter der Bildebene ange-
ordneten Blenden (51,52) erfasst wird und zur Messung der Lage der

Grenzflache (62) und somit zur mittelbaren Positionierung des Mess-

“volumens (70) genutzt wird, und

die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) defi-

niert eingestellt ist oder einstellbar ist.

sich um Molekiile, Molekiilkomplexe, Polymere; polymere Partikel, aus

anorganischen Materialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen,

Zellen, Bakterien oder Viren handelt, wobei

die mindestens eine Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf
einem Trager (61) befindlichen, Substrat (60) angeordnet ist, dessen
Brechungsindex verschieden ist von mindestens einer an das Substrat
(60) angrenzenden Komponente, )

die mindestens eine Entitdt mit einem Messvolumen (70) dnter Ver-
wendung mindestens einer konfokalen oder fir die Mehrphotonenan-
regung ausgelegten Einrichtung, bestehend aus einer ersten Strah-
iungsquelle (10) und mindestens einem Objektiv (32), 'unter Erhalt
von Messwerten optischer Parameter gescannt wird und die Mess-
werte- zur Charakterisierung der mindestens .einen Entitat m.ittels

Signailverarbeitung bearbeitet werden,

- die” mindestens eine Entitdt fur die Dauer der Aufnahme der Mess-

werte ihre Position hinsichtlich des Substrates (60) und/oder des Tra-
gers (61) im wesentlichen beibehilt, A
vor und/oder wahrend des Scanvorganges ein Hilfsfokus (71) unter

Verwendung mindestens einer zweiten Strahlungsquelle (11) und des
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Objektivs (32) erzeugt wird, der zumindest teilweise auf der Grenz-
flache (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender Komponente
oder einer sonstigen in definierter raumlicher Beziehung zur Entitat
stehenden Grenzflache (62) liegt,

- die von der ersten Strahlungsquelle (10) erzeugte Strahlung durch
eine erste Optik (33) kollimiert wird und die von der. zweiten Strah-
lungsquelle (11) erzeugte Strahlung durch eine hiervon verschiedene
zweite Optik (31) kollimiert wird,

- ein Ruckreflex aus dem Hilfsfokus (71) von einem Detektor (21) mit
einer konfokal angeordneten Blende (51) oder von mehreren Detek-
toren (21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71)
erzeugenden Objektivs (32) vor und/oder hinter der Bildebene ange-
ordneten Blenden (51,52) erfasst wird und zur Messung der Lage der.

. Grenzflache (62) und somit zur mitteibaren Positionierung des Mess-
volumens (70) genutzt wird, und

- die Position des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) defi-

. niert eingestellt ist oder einstellbar ist.

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass
- die Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des Hiifsfokus (71)
insbesondere in Richtung der jeweiligen optischen Achsen der Objektive

(32, .34) geringer ist als die Ausdehnung des Messvolumens (70).

Verfahren nach-Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie-
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des
Hilfsfokus (71) dieser mittels eines zweiten Objektivs (34) mit einer
Numerischen Apertur erzeugt wird,-die gréBer ist als die Numerische
Apertur des zur.Erzeugung des Messvolumens. (70) verwendeten ersten
Objektivs (32).

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie-
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des

S TR ?%3? g PR IRA
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Hilfsfokus (71) zur Erzeugung des Messvolumens (70) ein geringerer Teil
der Numerischen Apertur eines gemeinsamen oder der jeweiligen Objek-

tive (32, 34) genutzt wird als zur Erzeugung des Hilfsfokus (71).

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass zwecks Erzie-
lung der geringeren Ausdehnung des konfokal detektierten Volumens des
Hilfsfokus (71) eine konfokal angeordnete Blende (51) bei der Detektion
des Hilfsfokus (71) verwendet wird, die eine geringere Offnung aufweist
als eine bei der Detektion des Messvolumens (70) verwendete, konfokal
angeordnete Blende (50). ’

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass zur mittelbaren Positionierung des Messvolumens (70). die Position.
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzfliche (62) im wesentlichen entlang
der optischen. Achse des den Hilfsfokus (71) erzeugenden. Objektivs (34)
bevorzugt periodisch bewegt wird, die Intensitdt des Rickrefiexes in Ab-
hangigkeit von der Bewegung von dem Detektor (21) registriert wird und
die Lage des Hilfsfokus (71) derart nachgeregelt wird, dass die Intensitat

des Rickreflexes ihr Maximum erreicht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass zur mittelbaren Positionierung des Messvolumens (70) die Position
des Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzflache (62) sowohl lateral zur opti-
schen Achse des den Hilfsfokus (71) erzeugenden Objektivs (34) als auch

axial bewegt wird.

Verfahren nach Anspruch 7 und/oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass
die Amplitude der bevorzugt periodischen Bewegung des Hilfsfokus (71).
kleiner als oder gleich der axialen Ausdehnung.des Messvolumens (70)

" ist.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass .die Intensitat des Rickreflexes mittels mindestens zweier Detekto-
ren (21,22) erfasst wird und die Lage der Grenzfliche (62) aus der Ver-
teilung der von den Detektoren (21,22) erfassten Intensitidten bestimmt

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass als optische Parameter die Streulichtintensitit und/oder die Streu-
lichtintensitdt in Abhdngigkeit von der Polarisation und/oder die Fluores-
zenzintensitdt bei mindestens einer Wellenidnge und/oder die Fluores-
zenzintensitdat in Abhangigkeit von der Polarisation und/oder die Fiuores-
zenzlebensdauer. und/oder molekulare ' Helligkeiten- und/oder Raman-
Streuung und/oder Lumineszenz aufgenommen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass mineralische oder organische Substrate (60), insbesondere poly-
mere Gele, polymere Partikel, aus anorganischen Materialien aufgebaute
Partikel, vesikuldre Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren eingesetzt

werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,

- dass anhand -der optischen Parameter ausgewihite Entititen und/oder
. Substrate (60) wahrend oder im Anschiuss an den Scanvorgang von den

Ubrigen Entitdten und/oder Substraten (60) getrennt werden. .

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 13 fiir die -

Wirkstoffsuche, die funktionale Analyseé 'kombinatorisch-chemischer oder
kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, die . funktionale
Genomanalyse, die evolutive Biotechnologie, die Diagnostik, dle Proteom-

Analyse oder die Materialuntersuchung.

@2 2@@ 1,




15.

16.

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti- .

schen Erfassung mindestens einer Entitdt, bei der es sich um Molekiile,

Moleklulkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate-

rialien aufgebaute Partikel, vesikuldre Strukturen, Zellen, Bakterien oder

Viren handelt, mit

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti- -

mindestens einer ersten Strahlungsquelle (10) sowie mindestens
einer konfokalen oder fiir die Mehrphotonenanregung ausgelegten
Einrichtung bestehend aus einem ersten Objektiv (32) und minde-
stens einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten aus
einem Messvolumen (70),

mindestens einer zweiten Strahiungsquelle (11) sowie mindestens

. einer weiteren Einrichtung bestehend aus einem zweiten Objektiv
(34) und einem zur Aufnahme eines Rlckreflexes aus einem Hilfs- .

fokus (71) vorgesehenéen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal
angeordneten Blende (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Riick-
reflexes -aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren
(21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) er-
zeugenden zweiten Objektivs (34) vor und/oder hinter der Bildebene
angeordneten Blenden (51,52),

mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen
(70) und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60),

. einer Einrichtung -zur variablen Positionierung des Hilfsfokus. (71).

relativ zum Messvolumen (70),

einer ersten Optik (33), die die von der ersten Strahlungsquelle (10) -

erzeugte Strahlung kollimiert, und
einer .hiervon verschiedenen zweiten Optik (31), die die von der
zweiten Strahlungsquelle (11) erzeugte Strahlung kollimiert.

schen Erfassung mindestens einer Entitdt, bei der es sich .um Molekilie,

Molektlkomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate-

o3



ERREOT0?

rialien aufgébaute Partikel, vesikuldre Strukturen, Zellen, Bakterien oder

Viren handelt, mit

mindestens einer erégen Strahlungsquelle (10) sowie mindestens
einer konfokalen oder fur die Mehrphotonenanregung ausgelegten
Einrichtung bestehend aus einem Objektiv (32) und mindestens
einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten aus einem
Messvolumen (70),

mindestens -einer zweiten Strahlungsquelie (11) sowie mindestens
einer weiteren Einrichtung bestehend aus demselben Objektiv (32)
und einem zur Aufnahme eines Ruckreflexes aus einem Hilfsfokus

'(71) vorgesehenen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal ange-

ordneten Blende- (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Riick-
reflexes aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren .
(21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) er-
zeugenden Objektivs (32) vor und/oder hinter der Bildebene ange-.
ordneten Blenden (51,52), '
mindestens einer Einrichturig zur Positionierung von Messvolumen
(70) und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60),

einer Einrichtung zur variablen Positionierung des Hilfsfokus (71)
relativ zum Messvolumen. (70), ’

einer ersten Optik (33), die die.von der ersten Strahlungsquelle (10). .

erzeugte Strahlung kollimiert, und.

..einer hiervon verschiedenen -zweiten Optik (31), die die von der
-zweiten Strahlungsquelle (11) erzeugte Strahlung kollimiert.

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 1 zur opti-

schen Erfassung mindestens einer Entitdt, bei der es sich um Molekiile,

Moleklikomplexe, Polymere, polymere Partikel, aus anorganischen Mate-

rialien aufgebaute Partikel, vesikulare Strukturen, Zellen, Bakterien oder

Viren handelt, mit

2004

mindestens einer ersten Strahlungsquelle (10) sowie mindestens

einer konfokalen oder fir die Mehrphotonenanregung ausgelegten
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Einrichtung bestehend aus einem ersten Objektiv (32) und min-
destens einem ersten Detektor (20) zur Aufnahme von Messwerten
aus einem Messvolumen (70),

- mindestens einer zweiten Strahlungsquelle (11) sowie mindestens
einer weiteren Einrichtung bestehend aus einem zweiten Objektiv
(34) und einem zur Aufnahme eines Riickreflexes aus einem Hilfs-
fokus (71) vorgesehenen zweiten Detektor (21) mit einer konfokal
angeordneten Blende (51) oder mehreren zur Aufnahme eines Rick-
reflexes aus einem Hilfsfokus (71) vorgesehenen zweiten Detektoren
(21,22) mit entlang der optischen Achse des den Hilfsfokus (71) .er-
zeugenden zweiten Objektivs (34) vor und/oder hinter der Bildebene
angeordneten Blenden (51,52),

- mindestens einer Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen.
(70) und Hilfsfokus (71) relativ zu einem Substrat (60), -

- wobei der Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) definiert ein-
gestellt ist,

- einer ersten Optik (33), die die von der ersten Strahlungsquelle (10)
erzeugte Strahlung kollimiert, und

- einer hiervon verschiedenen zweiten Optik (31), die die von der

zweiten Strahlungsquelle (11) erzeugte Strahlung kollimiert.

18. Vorrichtung nach Anspriichen 15 und/oder 16, dadurch gekennzeichnet,
dass die Einrichtung zur Positionierung von Messvolumen (70) und Hilfs-
fokus (71) relativ zu einem Substrat (60) Mittel zur Positionierung .des
Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) umfasst.

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 oder 18, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus (71) rela-
tiv zum Messvolumen (70) Mittel.zur Einstellung der relativen Position der
Objektive (32, 34) zueinander umfasst.




20. Vorrichtung nach einem der Anspriche 15, 16, 18 oder 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Einrichtung zur Positionierung des Hilfsfokus (71)
_ relativ zum Messvolumen (70) Mittel zur Variation der Konvergenz der-
jenigen Strahlenblindel umfasst, welche zur Erzeugung des Hilfsfokus
(71) und des. Messvolumens (70) von dem jeweiligen Objektiv (32,34)
fokussiert werden.

21. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 20 in der
Wirkstoffsuche, der funktionalen Analyse kombinatorisch-chemischer oder
kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionalen
Genomanalyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der
Proteom-Analyse oder der Materialuntersuchung.



VERTRA ER DIE INTERNATIONALE ZU.JIMENARBEIT
UF DEM GEBIET DES PATENTWESENS

PCT

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(Artiket 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT)

EVOTEC BIOSYSTEMS AG et al.

Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts | WwEITERES siehe Mitteilung Uber die Ubermittiung des internationalen
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit
992935woMegn VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5
Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum (Frihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr)
(Tag/Monat/Jahr)
PCT/EP 99/ 10142 21/12/1999 21/12/1998
Anmelder

Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehérde erstellt und wird dem Anmelder geman
Artikel 18 Gbermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Blro (bermittelt.

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 4 Bléatter.
Dariber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei.

1. Grundlage des Berichts

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache
durchgefihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist.

Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden.

Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das
in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist.

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computertesbarer Form eingereicht worden ist.
bei der Behérde nachtréglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist.
bei der Behbrde nachtréglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist.

Die Erkldrung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iber den Offenbarungsgehait der
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt.

wurde vorgelegt.

Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siche Feld I).
Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld Il).

00 0 00000

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung
[]  wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt.
wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt:

POSITIONIERUNG DES MESSVOLUMENS IN EINEM SCANNING-MIKROSKOPISCHEN VERFAHREN

5. Hinsichtlich der Zusammentassung

D wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt.

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld Il angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der
m Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationaten
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen.

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veréffentlichen: Abb. Nr. 3
IZ:] wie vom Anmelder vorgeschiagen D keine der Abb.
D weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat.
[]  weit diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet.’

Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der internationalen

b. Hinsichtiich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosiuresequenz ist die internationale

Die Erkldrung, daB die in computerlesbarer Form erfaBiten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen

’

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998)
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Feld llt WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1)

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens einer
Entitat, die auf einem Substrat (60) angeordnet ist. Die mindestens eine
Entitat wird mit einem Messvolumen (70) unter Verwendung mindestens einer
Strahlungsquelle (10) und einer konfokalen Optik (32) oder einer fiir die
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik (32) gescannt. Sie behilt fiir die
Dauer der Aufnahme der Messwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates
(60) und/oder des Trigers (61) im wesentlichen bei. Vor und/oder wihrend

des Scanvorganges wird ein Hilfsfokus (71) unter Verwendung mindestens

einer Strahlungsquelle (11) und einer Optik (34) erzeugt, der zumindest
teilweise auf der Grenzfldche (62) zwischen Substrat (60) und angrenzender
Komponente oder einer sonstigen in definierter ridumlicher Beziehung zur
Entitdt stehenden Grenzfliche (62) liegt. Ein Riickreflex aus dem Hilfsfokus
(71) wird von mindestens einem Detektor (21) konfokal erfasst und zur Messung
der Lage der Grenzfldche (62) und somit zur mittelbaren Positinierung des
Messvolumens (70) genutzt. In dem erfindungsgemiBen Verfahren ist die Position
des Hilfsfokus (71) relativ zum Messvolumen (70) definiert einstellbar.

Formbiatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1998)
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ationales Aktenzeichen

CT/EP 99/10142

A. KLASSIFIZIERUNG DE (;\SMELDUNGSGEGENSTANDES

IPK 7 GO2B21

Nach der Internationaten Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 7 GO2B

Recherchierter Mindestprifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

Recharchierte aber nicht zum Mindestpriifstoft gehdrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiate fallen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datanbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Veréifentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

Abbildungen 1,3

Spalte 4, Zeile 5 - letzte Zeile;

X US 5 248 876 A (KERSTENS PIETER J ET AL) 1,2,10,
28. September 1993 (1993-09-28) 17

A 16
Spalte 4, Zeile 27 -Spalte 5, Zeile 19;
Abbildung 1

X DE 197 13 362 A (ZEISS CARL JENA GMBH) 1,2,16,
1. Oktober 1998 (1998-10-01) 17

-/—

Waeitere Verdftentlichungen sind der Fortsaetzung von Feld C zu
entnehmen

Siehe Anhang Patenttamilie

° Basondere Kategorien von angegebenen Versffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik dafiniert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" é&lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum veroftentlicht wordan ist

scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefahrt)

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

“P" Veréffantlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist

“L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Priorititsanspruch zweifelhaft er—

anderen im Recherchenbericht genannten Versffentlichung belaegt werden

"T" Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritdtsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X Verdftentlichung von besonderer Badeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein autgrund dieser Ver&ffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Té&tigkeit beruhend betrachtet werden

"Y* Ver6ffentlichung von baesonderer Badeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veréftentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréftentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses dar internationalen Recherche

12. April 2000

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

19/04/2000

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde

Europdisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo n|,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevolimichtigter Bediensteter

Ciarrocca, M

Formblatt PCTASA/210 (Blatt 2) (Jull 1992)

Seite 1 von 2




INTERNATIONAL.QECHERCHENBERICHT

nationales Aktenzeichen
PCT/EP 99/10142

C.(Fortsezung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verditentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Batracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

WO 95 22058 A (AFFYMAX TECH NV ;STERN
DAVID (US); FIEKOWSKY PETER (US); TRULSON
M) 17. August 1995 (1995-08-17)

in der Anmeldung erwahnt

Seite 1, Zeile 22 - Zeile 28

Seite 10, Zeile 34 -Seite 11, Zeile 6;

Abbildung 1A

Seite 16, Zeile 41 -Seite 18, Zeile 33
Anspruch 1

US 5 062 715 A (NAKATA TOSHIHIKO ET AL)
5. November 1991 (1991-11-05)
in der Anmeldung erwahnt

Spalte 6, Zeile 51 -Spalte 8, Zeile 6;
Abbildungen 1,7

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 018, no. 436 (P-1786),

15. August 1994 (1994-08-15)

& JP 06 137864 A (BROTHER IND LTD),
20. Mai 1994 (1994-05-20)

in der Anmeldung erwahnt
Zusammenfassung

US 5 084 612 A (IWASAKI OSAMU ET AL)

28. Januar 1992 (1992-01-28)

in der Anmeldung erwidhnt

Spalte 9, Zeile 15 - Zeile 61; Abbildung 1

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN

vol. 098, no. 004,

31. Miarz 1998 (1998-03-31)

& JP 09 325277 A (NIKON CORP),
16. Dezember 1997 (1997-12-16)
in der Anmeldung erwahnt
Zusammenfassung

US 4 844 617 A (KELDERMAN HERMAN F ET AL)
4. Juli 1989 (1989-07-04)

Spalte 9, Zeile 34 - Zeile 61; Abbildung 9
Spalte 14, Zeile 18 - Zeile 34

WO 92 15034 A (PHOENIX LASER SYSTEMS INC)
3. September 1992 (1992-09-03)
das ganze Dokument

1,2,17

16

1,10,17

16

1,7,16,
17

1,16,17

1,16,17

1,2,7,9

1,7,8,10

Formblatt PCTASA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992)
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ation on patent family members

national Application No

| PCT/EP 99/10142

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

US 5248876 A 28-09-1993 JP 2047965 C 25-04-1996
JP 6094641 A 08-04-1994
JpP 7085060 B 13-09-1995

DE 19713362 A 01-10-1998 Wo 9844375 A 08-10-1998
EP 0904558 A 31-03-1999

WO 9522058 A 17-08-1995 us 5631734 A 20-05-1997

US 5062715 A 05-11-1991 JP 2243956 A 28-09-1990
JP 2659429 B 30-09-1997

JP 06137864 A 20-05-1994 NONE

US 5084612 A 28-01-1992 JP 3251811 A 11-11-1991
JP 2608483 B 07-05-1997
JP 3200915 A 02-09-1991

JP 09325277 A 16-12-1997 NONE

US 4844617 A 04-07-1989 NONE

WO 9215034 A 03-09-1992 us 5162641 A 10-11-1992
AU 1444492 A 15-09-1992
CA 2104380 A . 20-08-1992
CN 1067573 A 06-01-1993
EP 0572527 A 08-12-1993
JP 6505657 T 30-06-1994
us 5286964 A 15-02-1994
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